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1.1  Karzinogenese  
 
Malignes Wachstum entsteht durch unkontrollierte Proliferation von Zellen, die 
sich von einer einzigen Körperzelle ableiten und deren Erbgut durch die Wirkung 
chemischer oder physikalischer Noxen verändert (mutiert) wurde. Bereits Anfang 
des 20. Jahrhunderts erkannte Theodor Boveri, dass einer Tumorentstehung 
chromosomale Veränderungen und somatische Mutationen zugrunde liegen 
(Boveri, 1914). Es handelt sich um Mutationen am Erbgut, dessen Genprodukte  
an der Proliferationkontrolle beteiligt sind. Hierbei spielen Protoonkogene und 
Tumorsupressorgene eine entscheidende Rolle. Protoonkogene kodieren 
Proteine, die das Wachstum und die Zellteilung unterstützen, 
Tumorsupressorgene hingegen solche, die es unterdrücken. Die mutierten 
Protoonkogene (Onkogene) und Tumorsupressorgene können keine normale 
Kontrollfunktion ausüben, so dass von außerhalb der Zelle kommende 
Proliferationssignale verstärkt oder abgeschwächt werden. Malignes Wachstum 
ist das Ergebnis einer Störung im Gleichgewicht von stimulierenden und 
hemmenden Regulatoren der Zellteilung. Der zugrundeliegende genetische 
Mechanismus für die Aktivierung von Protoonkogenen ist häufig ein DNA-Gewinn, 
eine Translokation oder Inversion von chromosomalen Abschnitten (Rabbitts, 
1994). Die Inaktivierung von Tumorsupressorgenen erfolgt  hingegen über einen 
Verlust von genetischem Material (Bockmühl, 1998).  
 
Die Entwicklung der Krebserkrankung erfolgt über die Stufen Initiation, Promotion 
und Progression. Initiation stellt eine irreversible Veränderung des genetichen 
Materials in Einzelzellen dar. Bei der Promotion wird das selektive Zellwachstum 
zu Zellklonen stimuliert (z.B. durch Eingriffe in Signalwege). Der Promotor selber 
bewirkt keine bleibende Veränderung der Zelle. Seine Wirkung ist meist 
reversibel und muß über Wochen oder Monate anhalten, damit aus einer initierten 
Zelle ein Mikrotumor (präneoplastischer Herd) entsteht. Durch Initiation und 
Promotion entstehen zuerst gutartige Tumore. Deren Umwandlung in Malignome 
wird als Progression bezeichnet. Die Wachstumsautonomie und das 

































Abb.1 Mehrstufenprozess der Krebsentstehung  
 
1.2  Genetische Alterationen bei Kopf-Hals-Karzinomen 
 
Bei den bösartigen Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches handelt es sich 
überwiegend um Plattenepithelkarzinome. Kopf-Hals-Karzinome sind dabei heute 
weltweit die sechsthäufigste Malignomerkrankung (Steward und Kleihues, 2003). 
 
Tumore entstehen durch DNA-Schädigung auf verschiedenen Ebenen, von 
Mutationen des einzelnen Nukleotids bis hin zu numerischen und strukturellen 
Aberrationen eines ganzen Chromosoms. Auslösende Faktoren sind 
insbesondere chemische Kanzerogene, physikalische Noxen (UV- und 
radioaktive Strahlen), virale Infektionen (z.B. HPV), oder auch ein geschwächtes 
Immunsystem (z.B. HIV) (Gellrich, 2004). Die größte Bedeutung bei der 
Entstehung der Kopf-Hals-Karzinome haben Kanzerogene im Tabakrauch und im 
Alkohol, wie polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, Nitrosamine, 
Aldehyde und aromatische Amine (Goldenberg et al., 2004). Eine große Rolle für 
eine potenzielle Tumorinduktion spielen auch inhalative Noxen am Arbeitsplatz 




Exogene Einflüsse können jedoch nicht ausschließlich die Ursachen für die 
Tumorgenese sein. Es gibt viele Hinweise, dass auch individuelle, genetisch 
determinierte Risikofaktoren dazu beitragen (Brockmoller et al., 2000). Zu diesen 
Faktoren gehören Mutagensensitivität (Cloos et al., 1996) sowie die 
Reparaturkapazität nach induzierter DNA-Schädigung (Cheng et al., 1998; 
Rydzanicz et al., 2005). Mutagensensitivität beschreibt  die Empfindlichkeit 
einzelner Organismen gegenüber mutagenen Einflüssen von Fremdstoffen. Sie 
wird unter anderem von Genpolymorphismen metabolisierender Enzyme 
beeinflußt, die für die Aktivierung oder den Abbau einzelner Schadstoffe 
verantwortlich sind. Hierzu zählen z.B. das Cytochrom P450-System (Dandara et 
al., 2005), die Glutathion-S-Transferasen (Geisler et al., 2005) und die 
Alkoholdehydrogenase 3 (Peters et al., 2005). Induzierte Mutationen sowohl 
spontane Fehler während der Replikation des genetischen Materials müssen 
eliminiert werden, um ein Gleichgewicht zwischen DNA-Schäden und die 
Reparatur zu bewahren. Zu diesem Zweck besitzen alle Zellen besondere 
Reparaturmechanismen. Wird eine DNA-Schädigung nicht repariert, so kann es 
zur Persistenz des Schadens und zu nachfolgender Transformation kommen 
(Friedlander, 2001). Zur Mutagensensitivität zählt ebenso die Expression des 
p53-Gens, das eine wichtige Rolle u.a. auch bei der Reparatur spielt. All diese 
Regulatormechanismen können bei manchen Individuen unzulänglich sein und 
zur genetischen Instabilität führen. 
   
Je nach ihren chemischen Eigenschaften können genotoxische Agenzien mit 
unterschiedlichen Molekülen in der DNA stabile kovalente Bindungen eingehen. 
DNA-Addukte wurden in Lungen-, Blasen-, Pankreas- und Kopf-Hals-Tumoren 
gefunden (Banaszewski et al., 2000; Li et al., 2001).  Bei einigen  Kanzerogenen 
stehen klastrogene Schäden im Vordergrund, die sich z.B. als 
Chromosomenaberrationen oder Mikrokernbildung zeigen. Weitere Substanzen 
können Aneuploidien, Genamplifikationen und Chromosomentranslokationen 
bewirken. Aneuploidien findet man bei zwei Dritteln aller Kopf-Hals-Tumoren 
(Bockmühl et al., 2002). Auch strukturelle chromosomale Alterationen treten bei 
Karzinomen im Oropharynx auf. Häufige strukturelle chromosomale Aberrationen 
finden sich im Bereich der Chromosomen 3, 5, 8, 9, 11, 17 und 18 (Jin et al, 




Aktivierung eines Protoonkogenes und/oder zur Inaktivierung eines 
Tumorsupressorgens. Im Rahmen der Tumorgenese kann die Nukleotidsequenz 
so verändert sein, dass ein Allel wegfällt oder im Fall der Homozygotie ein Allel 
neu hinzukommt. Mit der loss of heterozygosity (LOH)-Analyse können bei Kopf-
Hals-Karzinomen häufig Allelverluste auf den Chromosomenarmen 3p, 5q, 8p, 
9p, 11q, 13q, 17p und 18q festgestellt werden (Hirao et al., 2001). Der  Verlust 
des chromosomalen Abschnittes 9p21 steht am Anfang der Progression des 
Kopf-Hals-Karzinoms und verursacht die Inaktivierung des Tumorsupressorgenes 
p16. Dieses wiederum ist entscheidend für die Zell-Zyklus-Regulation. Circa 50% 
den Kopf-Hals-Tumore zeigen Mutationen des p53 Gens, das im chromosomalen 
Abschnitt 17p13 lokalisiert ist (Dong et al., 2004). p53 spielt eine wichtige Rolle 
bei der DNA-Reparatur und Apoptose. Häufig kommt bei Malignomen im oberen 
Aerodigestivtrakt auch die Amplifikation des Onkogens Cyclin D1 im Bereich der 
chromosomalen Bande 11q13 vor (Bockmuhl et al., 1996b; Hui et al., 2005). 
Cyclin D1 ist für Kontrolle des Zell-Zyklus mitverantwortlich (Lin et al., 2006a).  
 
1.3 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und freie Radikale in der 
Kanzerogenese 
 
Freie Radikale sind chemisch definierte Spezies (Atome, Moleküle, Ionen), die ein 
oder mehrere ungepaarte Elektronen besitzen. Radikale können aus neutralen 
Molekülen durch Abgabe oder Aufnahme eines Elektrons gebildet werden. Eine 
weitere Möglichkeit der Radikalbildung besteht in einer homolytischen Spaltung 
einer kovalenten Bindung. Radikalische Spezies entstehen in biologischen 
Systemen beim Metabolismus von Molekülen, natürlichen wie synthetischen 
Ursprungs. Die schrittweise Reduktion des Sauerstoffmoleküls führt zur Bildung 
des Superoxidradikalanions (•O2−), des Wasserstoffperoxids (H2O2),  
des Hydroxylradikals (•OH) und schließlich des Wassers: 
 
e− e− e− e− 
O2 → •O2 → H2O2 → •OH → H2O  
 
Außer •O2−, H2O2 und •OH zählen unter anderem Alkoxyradikal (RO•), 




Stickstoffmonoxid (NO•) und Peroxynitritanion (OONO−) zu den reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS). Das Superoxidradikalanion ist ein Reduktionsmittel und 
kann Übergangsmetallionen wie Cu2+ oder Fe3+ in ihre reduzierten Formen (Cu+; 
Fe2+) überführen oder Chinone zu Semichinonen reduzieren. Beim 
Wasserstoffperoxid handelt es sich um eine stabile Verbindung, die auch das 
Endprodukt vieler Oxidationsreaktionen in Zellen darstellt. Es kann sowohl als 
Oxidations- als auch als Reduktionsmittel fungieren. H2O2 ist wenig reaktiv, aber 
wegen seiner elektrischen Neutralität kann es leicht durch die Membrane 
diffundieren und mit zellulären Molekülen in verschiedenen Zellkompartimenten 
reagieren (Bartosz, 2006). Obwohl H2O2 selbst kein freies Radikal ist, ist es eine 
Quelle für Hydroxylradikale. Dies erfolgt durch Interaktion mit 
Übergangsmetallionen („Fenton-Reaktionen“) oder durch Reaktion mit einer 
Reihe anderer Verbindungen, z.B. NO• oder Peroxynitritt ONOO− (Leonard et al., 
2004). •OH ist ein besonders starkes Oxidationsmittel, das prinzipiell mit allen 
organischen Molekülen rasch reagieren kann. Es kann Wasserstoffatome aus 
jeder Kohlen-Wasserstoff-Bindung abstrahieren, Additionsreaktionen eingehen 
und Doppelbindungen aufbrechen. Wegen seiner großen Reaktivität kann •OH 
nicht durch Membrane diffundieren (Pryor, 1986; Sarker et al., 1995). Um mit der 
DNA zu reagieren muss es daher direkt im Nukleus gebildet werden. H2O2 stellt 
eine diffusionfähige, latente Form von •OH dar, die mit Metallionen in der DNA-
Umgebung reagieren kann und folglich •OH generiert (Cadet et al., 2003). 
 
Sauerstoffradikale und nicht-radikalische reaktive Sauerstoffspezies, in erster 
Linie Superoxid und Wasserstoffperoxid, werden bei einer Reihe biologischer 
Reaktionen gebildet. ROS entstehen im Zellstoffwechsel vor allem in 
Mitochondrien (Elektronentransport) oder werden durch Makrophagen gebildet. 
ROS treten auch bei Entzündungsprozessen vermehrt auf. Lösliche 
Zellbestandteile, wie z.B. Thiole, Hydrochinone, Flavine, Catecholamine, 
Metallionen und Hämproteine, erzeugen ROS bei Autooxidationsvorgängen. 
Verschiedene Enzyme setzen O•2− im Rahmen ihres katalytischen Kreislaufs frei. 
Zu ihnen zählen die Xanthinoxidase, die Aldehydoxidase, die 
Tryptophandioxygenase und die Diaminoxidase. Auch die 
fremdstoffmetabolisierenden Enzyme des endoplasmatischen Retikulums sind in 




abhängigen Monooxygenasen, für die NADPH-abhängigen Cytochromreduktasen 
und für die  flavinabhängigen Monooxygenasen gezeigt werden (Valko et al., 
2004; Inoue et al., 2003). Zu exogenen Quellen der ROS zählen Peroxide, 
Phenole, Reduktiosmittel (z.B. Ascorbat), Chinone (z.B. Adriamycin, Cytostatica), 
Ethanol, Aflatoxin B1, aber auch Metabolite polyzyklischer aromatischer 
Kohlenwasserstoffe sowie  ionisierende und UVA- Strahlung.  
 
Die Bildung von ROS wird durch antioxidative Schutzmechanismen kontrolliert. 
Superoxidradikalanionen werden durch die Superoxiddismutasen (SOD) unter 
Kontrolle gehalten. Diese Enzyme katalysieren die Disproportionierung von •O2−: 
 
•O2− +  O•2− + 2 H+ → H2O2 + O2 
 
 Zur Entgiftung von Wasserstoffperoxid können verschiedene Enzymsysteme 
beitragen. In den Peroxisomen katalysiert die Katalase die Disproportionierung 
von H2O2: 
    
H2O2 + H2O2 → 2 H2O + O2 
 
Die zytosolische Glutathionperoxidase katalysiert die Reduktion von H2O2 durch 
das Glutathion (GSH): 
 
   H2O2 + 2 GSH → 2 H2O + GSSG 
 
Organische freie Radikale werden in der Reaktion mit GSH, katalysiert durch 
Glutathion-S-Transferasen, inaktiviert. Die Bildung von ROS durch Fremdstoffe 
wird durch die NADPH-Chinonoxidoreduktase unterbunden (Mates et al., 1999). 
Zu den nicht-enzymatischen Antioxidantien gehören: Aminosäuren (z.B. Arginin), 
die Vitamine A, C und E, Thiole (besonders Glutathion), Tee-Polyphenole und 
enzymgebundene Mineralien (z.B. Selenium und Zink) (Fang et al., 2002). Unter 
bestimmten Bedingungen jedoch kann die Bildungsrate reaktiver 
Sauerstoffspezies die Kapazität antioxidativer Systeme übersteigen, so dass 




der unter anderem bei der  Tumorgenese (insbesondere der Tumorpromotion) 
eine Rolle spielt.  
 
Freie Radikale können prinzipiell mit allen vitalen Zellmolekülen reagieren. Sie 
können mit löslichen, niedermolekularen Verbindungen wie Neurotransmittern 
oder Coenzymen in Wechselwirkung treten und diese inaktivieren. Sie sind aber 
auch in der Lage, auf zelluläre Makromoleküle und Membrane einzuwirken und 
dafür  zu sorgen, dass diese ihre physiologischen Funktionen nicht mehr ausüben 
können. 
 
Reaktive Sauerstoffspezies vermögen mit Nukleinsäuren zu reagieren und diese 
zu schädigen. Dies geschieht auf zweierlei Wegen. Zum einen können sie mit der 
Zucker-Phosphat-Kette in Wechselwirkung treten und Strangbrüche oder 
Chromosomenbrüche verursachen (Ward et al., 1987; Pfeiffer et al., 2000). 
Anderseits können sie sowohl den Zuckeranteil (Desoxyribose der DNA) als auch 
verschiedene Basen oxidativ verändern (Dizdaroglu et al., 2002). Zurzeit sind 
mehr als 100 Produkte von DNA-Schäden bekannt (Valko et al., 2006). Beispiele 
für oxidative Modifikationen von Nukleobasen sind 5-Hydroxymethyluracil (5-OH-
MUra),Thyminglykol, 2,6-Diamino-4-Hydroxy-5-Formamidopyrimidin (Fapy-
Guanin) und 8-Oxo-Guanin (8-oxoG) (Bohr, 2002). Es werden unterschiedliche 
Effekte von DNA-Schäden beschrieben: Mutationen, Instabilität von 
Mikrosateliten, Heterozygotieverlust, chromosomale Alterationen, geänderte 
Genexpresion, Cytostase (Zellwachstum- und Teilungshemmung), Cytotoxizität 
und neoplastisches Wachstum (Cooke et al., 2006). 8-oxoG kann, anstatt mit 
Cytosin, mit Adenin Paare bilden und dadurch GC → TA Transversionen 
auslösen (Lindahl and Wood, 1999). Diese Mutation trifft oft Onkogene und 
Tumorsupressorgene (Hussain and Harris, 1998). 5-Hydroxymethyluracil 
verursacht Deletionen (Chaung and Boorstein, 1997). Es ist bewiesen, dass ROS 
die  Transkriptionskontrolle beeinflussen. Die Anwesenheit von 8-oxoG in 
Promotor-Regionen kann bei der Bindung des Transkriptionsfaktors stören 
(Ghosh and Mitchell, 1999). Dazu gehören AP-1, SP1, TNFα, NF-κB, die wichtige 
Regulatoren von Apoptose, Zellproliferation und Zytokin-Produktion sind. 




Signaltransduktion, Zellproliferation und die immunologische Antwort beeinflussen 
(epigenetische Effekte), was zur Tumorentstehung führen kann (Epe, 2002).  
 
Erhöhte Spiegel  der oxidativen DNA-Schäden sind in vielen Neoplasien 
vorhanden. Oxidative Mechanismen spielen eine potenzielle Rolle in Initiation, 
Promotion und Progression der Kanzerogenese. GC → TA Transvesionen 
wurden im ras-Onkogen und p53-Tumorsupressorgen festgestellt (Leonard et al., 
2004). ROS können auch die Expression von Protoonkogenen wie c-fos, c-myc 
und c-jun stimulieren (Kawanishi et al., 2001). Viele kanzerogene Promotoren 
(z.B. Phorbol-12-Myristat-13-Acetat, PMA) verstärken die H2O2-Produktion und 
vermindern Aktivitäten von SOD, Katalase und Glutathionperoxidase (Gomez et 
al., 1999). 
 
1.4 DNA – Reparatur 
 
Mit dem Begriff „DNA-Reparatur“ werden enzymatische Prozesse 
zusammengefasst, welche die Fähigkeit haben, DNA-Schäden zu beseitigen. 
Täglich werden in jeder Säugerzelle mehr als 104 DNA-Läsionen verursacht, die 
spontan während Replikation und Zellmetabolismus entstehen (Lindahl, 1993). 
Dazu tragen Umweltfaktoren bei, denen der Mensch jeden Tag ausgesetzt ist. 
Jeder der  DNA-Schäden wird in der Zelle mit einer Geschwindigkeit von ca. 
10.000 Basenpaaren pro Stunde repariert. 130 DNA-Reparatur-Gene sind bis 
jetzt im menschlichen Genom verifiziert worden, wobei die tatsächliche Zahl 
wahrscheinlich viel höher ist (Wood et al., 2001). Der DNA-Reparaturprozess 
spielt in der Karzinogenese eine entscheidende Rolle. Infolge unzureichender 
Reparatur bleiben Mutationen zurück, welche zur malignen Entartung der Zelle 
führen können. So ist bei Personen mit genetischen Defekten in der Erkennung 
von DNA-Schäden und ihrer DNA-Reparatur (z.B. Xeroderma pigmentosum, 
Cocayne-Syndrom, Fanconi-Anämie, Ataxia telangiestasia, Bloom-Syndrom) die 
Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von Krebserkrankungen deutlich erhöht    
(de Boer and Hoeijmakers, 2000). Auch die meisten Malignome mit einer 
erblichen Komponente, wie das familiäre Kolonkarzinom (HNPCC) oder 
Brustkrebs werden in Zusammenhang mit Defekten im Rahmen der DNA-





DNA-Schäden werden durch Sensorsysteme erkannt. An Kontrollpunkten vor der 
DNA-Replikation (in G1) und der Zellteilung (in G2) wird die DNA auf Integrität 
geprüft, um die Replikation geschädigter DNA und die Weitergabe defekter 
Chromosome zu verhindern. Dabei wird der Zellzyklus angehalten, wodurch Zeit 
für DNA-Reparatur gewonnen wird. Wenn die DNA-Reparatur nicht möglich ist, 
kann die Zelle durch Apoptose eliminiert werden. Eines der wichtigsten 
regulatorischen Gene, das über Schadensreparatur oder Tod einer geschädigten 
Zelle entscheidet, ist das Tumorsupressorgen p53. In 50 % aller Tumore ist 
dieses Gen mutiert (Halazonetis, 2004).  
 
Einer der Mechanismen der DNA-Reparatur ist die Alkyltransferasereparatur. 
Alkyltransferasen reparieren DNA-Schäden, indem sie den Alkylrest auf sich 
selbst übertragen. Dadurch verlieren sie ihre Aktivität („Selbstmordreaktion“). Ein 
Beispiel dafür ist O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT), die 
Methylgruppen von der O6-Position des Guanin entfernt (Kaina et al., 2001). Die 
Alkyltransferasereparatur ist ein fehlerfreies Reparatursystem, dass aber wegen 
des großen energetischen Aufwands (ein Proteinmolekül pro Addukt), nur zur 
Entfernung eines seltenen, hochmutagenen DNA-Schadens benutzt wird. Sie 
zeigt die Aktivität gegenüber O6-Addukten des tabakspezifischen Nitrosamins N-
Nitrosonornikotin und manchen Zytostatika (Kohn und Bohr, 2002). 
 
Niedermolekulare DNA-Addukte (z.B. 3-Methyladenin) und Basenveränderungen, 
wie 8-Oxo-Guanin, Uracil, Hypoxantin sowie Basenfehlpaarungen werden mittels 
Basenexzisionsreparatur (BER) entfernt (Krokan et al., 2000). Der BER-
Mechanismus wird durch nicht enzymatischen Basenverlust oder durch 
hochspezifische Glykosylasen initiiert. Nach der Beseitigung der veränderten 
Base wird der abasische Zuckerrest (AP-Stelle)  durch Apurin-Apyrimidin-
Endonukleasen herausgeschnitten und mit Hilfe der DNA-Polymerase β durch 
eine korrekte Base ersetzt. Die DNA-Ligase 3 verknüpft schließlich die 
Strangenden („Short Patch“). Bei etwas umfangreicheren Veränderungen des 
Zucker-Phosphat-Rückgrats (zwei bis acht Nukleotid-Lücken) wird nicht eine 
einzelne Base, sondern eine kurze Nukleotidsequenz durch Exonukleaseaktivität 




anschließend für die Neusynthese der zum intakten Strang komplementären 
Basen. Die DNA-Ligase 1 schließt die Lücke im DNA-Strang („Long Patch“) 
(Hoeijmakers, 2001). Die BER gehört zu den sehr zuverlässigen 
Reparaturmechanismen. Wegen seiner hohen Spezifität und Effektivität spielt die 
BER eine wichtige Rolle in der Karzinogenese. Eine Läsion im Gen für 8-oxo-
Guanin–DNA-Glykosylase (hOGG1) oder LOH in seinem Locus korreliert mit 
einem erhöhten Krebsrisiko (Audebert et al., 2000b; Wikman et al., 2000).  
 
Bei großen Addukten (z.B. von Benz(a)pyren, aromatischen Aminen, DNA-
Quervernetzungen) oder bei Pyrimidindimeren aber auch bei AP-Stellen, 
Thyminglykol, 8-oxo-Guanin, N6-Methyladenin wird die 
Nukleotidexzisionsreparatur (NER) initiert. Das fehlerhafte Nukleotid wird 
gemeinsam mit einem größeren Abschnitt von Nukleotiden herausgeschnitten. In 
dem gesamten Prozess von der Schadenserkennung bis zur Ligierung ist eine 
komplexe Maschinerie von mehr als 30 verschiedenen DNA-Reparaturproteinen 
involviert. Wie wichtig dieses Reparatursystem ist, zeigt z.B. Xeroderma 
pigmentosum, wobei die NER defekt ist.  
 
Mismatchreparatur (MMR; Basenfehlpaarungsreparatur) ist für die Entfernung 
nicht korrekt gepaarter, normaler Nukleotide verantwortlich. Sie entstehen als 
Folge von Fehlern bei der DNA-Replikation oder/und DNA-Reparatur. Für die 
Erkennung von Fehlpaarungen ist primär MSH2 verantwortlich, das mit MSH3 
zusammen größere Fehlinsertionen und als Komplex mit MSH6 einfache 
Basenfehlpaarung und Insertionen erkannt. Der hereditäre Ausfall des msh2-
Gens führt früher und häufiger zur Manifestation des Dickdarmkrebses (Jiricny 
and Nystrom-Lahti, 2000). 
 
Doppelstrangbrüche (DSB) werden vor allem durch ionisierende  Strahlung und 
ROS ausgelöst. Ein einziger DSB kann zum Zelltod führen. DSB werden mit zwei 
verschiedenen Systemen repariert, entweder durch homologe Rekombination 
(HR) oder durch nichthomologe Verknüpfung der Strangenden („non homologous 
end joining“; NHEJ). Mängel in diesen Mechanismen kann verschiedene 
Erkrankungen wie Ataxia teleangiectasia, aber auch Brustkrebs als Resultat 






In der vorliegenden Arbeit wurde der DNA-schädigende Effekt oxidativer 
Fremdstoffe am Beispiel von Wasserstoffperoxid (H2O2) auf Epithelien des 
oberen Aerodigestivtraktes sowie endogene Risikofaktoren für die Entstehung 
von Kopf-Hals-Karzinomen untersucht. Nachfolgende Fragestellungen lagen der 
Arbeit zugrunde: 
 
• Welchen Einfluss hat oxidativer Stress auf die DNA humaner oropharyngealer 
Schleimhautzellen von Patienten mit Plattenepithelkarzinom des Oropharynx 
und Kontrollpatienten? 
• Gibt es quantitative Unterschiede in der Schädigung der Chromosomen 3, 5, 
8 und 11 innerhalb einer Gruppe sowie zwischen beiden Spendergruppen? 
• Liegen quantitative Unterschiede in der DNA Reparatur in der Tumor- und der 
Kontrollgruppe vor? 
• Liegen quantitative Unterschiede in der DNA Reparatur der Chromosomen 3, 
5, 8 und 11 innerhalb einer Gruppe sowie zwischen beiden Spendergruppen 
vor? 
• Unterscheidet sich das qualitative Reparaturmuster der Chromosomen 3, 5, 8 
und 11 in den beiden Spendergruppen? 
Für die Bearbeitung der Fragestellungen wurden Miniorgankulturen aus 
oropharyngealen Schleimhautzellen kultiviert und der Einfluss auf die DNA der 
Zellen mittels einer Kombination aus Comet Assay und Fluoreszenz in situ 
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Multizelluläre Aggregate (Sphäroide) von Zellkulturen in einem Epithelverband, die 
von einer mehrstufigen Epithelschicht umhüllt sind, werden Miniorgankulturen (MOK) 
genannt. Im Gegensatz zu üblichen Einzelzellinkubationen, in denen  
Wechselwirkungen zwischen den Zellen nur bedingt stattfinden, sind Interaktionen in 
dieser Gewebe-formation,  ähnlich der in-vivo-Situation, möglich.  Aus diesem Grund 
bietet sich das Modell der Miniorgankulturen für Langzeit-Zytotoxizitätsmessungen 
bzw. Genotoxizitätsmessungen an. Die MOK ermöglichen wiederholte Inkubationen  
mit genotoxischen Substanzen und nachfolgende Reparaturphasen. Somit kann in 
diesem Model der Zellkultivierung eine umwelt- bzw. berufsbedingte 
Fremdstoffexposition simuliert werden. 
Miniorgankulturen humaner oropharyngealer Mucosa wurden nach einer auf 
Stainsvag (Steinsvag et al., 1991) an adenoidem Gewebe basierende Methode 
weiterentwickelt. Kleinsasser et al. beschrieben die Kultivierung der Organkulturen 
nasaler Mucosa (Kleinsasser et al., 2001a) und zeigten deren Verwendbarkeit für in 
vitro Langzeitinkubation mit Xenobiotika (Kleinsasser et al., 2004). 
Die dreidimensionale Organkulturen stellen eine alternative, zeitlich stabile und in 
vivo nahe Kulturform dar. Die zelluläre Differenzierung der Organe bleibt mindestens 
vier Wochen, ohne Vitalitätsverlust der Zellen, erhalten (Fjellbirkeland et al., 1996). 
Das Epithel der Miniorgane besitzt im Gegensatz zu dem aus Monolayerkulturen 
einen Aufbau gemäß der Situation im lebenden Organismus. Die Zellen wachsen auf 




Die Schleimhaut des Oropharynx stammte von 15 Patienten mit 
Plattenepithelkarzinom des Oropharynx (12 männlich, 3 weiblich, Durchschnittsalter 
56,7 Jahre) und von 22 Patienten ohne maligne Erkrankung (alle männlich, 
Durchschnittsalter 44,1 Jahre). Die Patienten wurden entsprechend eines 
Ethikkommissionsantrags präoperativ aufgeklärt und gaben ihr schriftliches 
Einverständnis für die Durchführung der Versuche. Die Spender wurden nach Tabak- 
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und Alkoholkonsum, beruflicher Schadstoffexposition und eventuell schädliche 
Lebensgewohnheiten befragt, um eine etwaige Exposition gegenüber schädlichen 
Noxen bei der Beurteilung der Ergebnisse berücksichtigen zu können (Anamnese 
siehe Anhang, Tab. 20 und 21). Grundsätzlich wurde nur makroskopisch gesunde 
Schleimhaut des Oropharynx untersucht, die operationsbedingt mitentfernt werden 
musste. Nur die Patienten, die keiner Chemotherapie oder Bestrahlung ausgesetzt 
waren, dienten als Spender.   
 
2.1.2 Gewinnung und Präparation der Schleimhaut, Kultivierung der 
Miniorgane 
 
 Die frisch entnommenen Proben wurden in Kochsalzlösung ins Labor transportiert 
und sofort weiterbearbeitet. Unter sterilen Bedingungen (Sterilbank Harasafe, 
Heraeus, Hanau) wurde die Probe in Fragmente mit ca. 1 mm Kantenlänge 
geschnitten und dreimalig in phosphatgepufferter Salzlösung (D-PBS Ca2+ und Mg2+ 
frei, Gibco™) von Blutbestandteilen gereinigt. Die Gewebestückchen wurden auf die 
24-Well-Platten (Multiwell Tissue Culture Plate, 24 Well, Falcon, Lincoln Park, New 
Jersey, USA) aufgetragen und mit jeweils 250 μl Bronchial Epithelial Cell Growth 
Medium (BEGM, Promocell, Heidelberg) kultiviert. Das BEGM war mit Bovine 
Pituitary Extract, Epidermal Growth Factor, Insulin, Hydrocortison, Epinephrin, 
Triiodthyronin, Transferrin und Retinoic Acid (Promocell) versetzt. Pro Versuch 
wurden zwei Platten benötigt. Diese wurden vorher mit 250 μl 1,5 % Agar Noble 
(Difco Laboratories, Detroit, USA) beschichtet. Der Agar wurde in destilliertem 
Wasser gelöst und mit dem Nährmedium Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(DMEM, Gibco, BRL Lifetechnologies, Eggenstein), 10 % fetalem Kälberserum (FCS, 
Gibco BRL), nicht essentiellem Aminosäuren (1,1 μl/ml), Streptomycin (1,8 μl/ml), 
Amphotericin B (3,6 μl/ml) und Fungizin (Gibco BRL) suplementiert. Die Kultivierung 
erfolgte bei 37 °C, 5 % CO2 Konzentration und 100 % Luftfeuchtigkeit (Brutschrank, 
Haracell, Heraeus, Hanau), wobei das Medium alle 2 Tage, die Platte alle 7 Tage 
gewechselt wurde. Die Vitalität während der gesamten Kultivierung wurde mittels 
eines inversen Mikroskops (DMIRB, Leica, Heerbrugg) kontrolliert. Die völlige 
Epithelialisierung eines Mukosablocks trat nach 2-3 Wochen ein. Die 
Miniorgankulturen konnten bis zu 40 Tage ohne Vitalitätsverlust in 
Kulturbedingungen gelassen werden (Al Batran et al., 1999).  










2.1.3 Fremdstoffinkubation  
 
Sobald die Miniorgankulturen in vollem Umfang epithelialisiert  waren, wurden sie mit 
einem genotoxischen Fremdstoff inkubiert. Dazu wurde Wasserstoffperoxid (H2O2, 
Perhydrol, 30 %, Merck, Darmstadt) in einer Konzentration von 200 μM eingesetzt. 
Als Negativkontrolle diente bidestilliertes Wasser (Delta–Pharma GmbH, Pfullingen). 
Inkubiert wurde 30 Minuten, bei 37 °C, in einem Schüttelwasserbad (GFL 1083). Der 
Entzug der Testsubstanz erfolgte durch zweimaliges Waschen mit 250 μl BEGM. Ein 
Teil der Miniorgankulturen wurde weitere 24 Stunden kultiviert, um 
Reparaturprozesse an der DNA zu ermöglichen. Der Rest wurde sofort nach der 
Inkubation zur Gewinnung von Einzelzellen verwendet und anschließend der 








   
 
 

































2.1.4 Auftrennung der Miniorgankulturen 
 
Isolierung der Zellen aus dem Epithelverbund fand in einem Enzymgemisch statt. 
Dieses bestand aus Kollagenase P (1 mg/ml, Boehringer, Mannheim), Hyaluronidase 
(1 mg/ml, Boehringer) und Protease E Typ 14 von Streptomyces griseus (5 mg/ml, 
Sigma, Deisenhofen) gelöst in BEGM (Pool-Zobel et al., 1994). Es wurden je drei 










Abb.3: Schema von H2O2- Exposition der Miniorgankulturen. Die Miniorgane werden nach 14 - 21 
Tagen mit H2O2 inkubiert. Unmittelbar nach der Exposition wird ein Teil davon dem Vitalitätstest, 
Mikrogelelektrophorese und Comet-FISH zugefügt. Ein anderer wird 24 Stunden weiter kultiviert und 
nach dieser Reparaturphase ebenfalls o.g. Untersuchungen zugefügt. 
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Hamburg) mit 600 μl Enzymlösung im Schüttelwasserbad bei 37 °C 45 Minuten 
inkubiert. Nach kurzem Schütteln mittels eines Minishakers (MS1, IKA, Wilmington, 
USA) wurden die Bindgewebereste mit einer Kanüle entfernt. Um die Enzymaktivität 
zu beenden und das Verkleben der Zellen zu verhindern, wurde 600 μl FCS pro 
Reaktionsgefäß zugegeben. Anschließend erfolgte eine fünfminütige  Zentrifugation 
bei 800 U/Min und 4 °C. Nach dem Beseitigen des Überstandes wurde 1 ml kaltes 
PBS zugefügt und abermals unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Dieser 
Waschvorgang wurde zwei weitere Male wiederholt. Die Pipettiervorgänge wurden 
auf Eis und unter Rotlicht durchgeführt um zusätzliche Schäden an der DNA zu 
vermeiden. Das gewonnene Zellpellet wurde weiter für die Vitalitätsmessung, 




Die Vitalitätsmessung der Zellen erfolgte anhand des Trypanblau-Ausschlusstestes 
(Philips, 1973). Der Farbstoff Trypanblau dringt durch die Zellmembran geschädigter 
Zellen ein. Dadurch erscheinen diese unter dem Mikroskop blau. Vitale Zellen 
hingegen verhindern ein Eindringen des Farbstoffes, da hier die Zellmembran intakt 
ist.  Ein Aliquot der Zellsuspension wurde mit 50 μl Tryptanblau-Lösung (Trypan Blue 
Stain 0,4 %, Gibco™) versetzt. Hiermit wurde eine Neubauer-Zählkammer (Merck, 
Darmstadt) gefüllt und unter 400-facher Vergrößerung (Lichtmikroskop, Zeiss, 
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2.1.5 Materialien für Miniorgankulturen 
 
Materialien  Anleitung 
Agar für Miniorgankultur 
            2,25 g Agarpulver (Agar Nogle) 
            150 ml Aqua bidest. 
  
 
Agarpulver und Aqua bidest. Vermischen, in 
Mikrowelle erhitzen, in 30 ml Portionen 
abfüllen und sterilisieren 
Dublecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 
            500 ml Aqua bidest. 
            9,99 g DMEM Pulver 
            1,96 g HEPES Pulver 
 
DMEM und HEPES in Aqua bidest. lösen, 
pH-Wert auf 7,2 einstellen, sterilfiltrieren 
und in 250 ml Portionen abfüllen 
DMEM-Agarplatten 
30 ml Agar Noble 
30 ml DMEM 
6 ml FCS 
120 μl nicht essentielle Aminosäuren 
120 μl Amphotericin B 
240 μl Penicillin-Streptomycin-Lösung 
 
Bronchial Epithelial Growth Medium 
(BEGM) 
500 ml Bronchial Epithelium Basal  
Medium (BEBM) Supplement Pack: 
BPE-26, Epidermal Growth Factor, 
Insulin, Hydrocortison, Epinephrin, 
Triiodothyronin, Transferrin, Retinoic 




DMEM, FCS, nicht essentielle 
Aminosäure, Amphotericin B und Penizilin-
Streptomycin in einem sterilen Gefäß 
vermischen, Agar Noble in der Mikrowelle 
erhitzen, mit supplementiertem Medium 
versetzen und 24-Well-Platten mit 
Multipette in 200 μl Portionen beschichten 
unter sterilen Bedingungen zugeben, gut 
mischen, bei 4 °C lagern 
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2.2 Mikrogelelektophorese (Comet Assay) 
 
Mikrogelelektrophorese wurde zum ersten Mal  von Östling und Johanson (1984) 
zum Nachweis der DNA Schädigung an Einzelzellen nach UV-Bestrahlung 
eingesetzt. Das Verfahren bei neutralem pH-Wert erlaubte die Untersuchung von 
Doppelstrangbrüchen der DNA. Singh et al. (Singh et al., 1988) optimierten die 
Methode und  stellten die alkalische Version des Comet Assay vor. Ein pH-Wert > 13 
macht die Detektion von Einzelstrangbrüchen, alkalilabilen Stellen, DNA- Addukten 
und inkompletten Exzisionsreparaturvorgängen möglich. 
Der Comet Assay ist eine in mehreren Varianten etablierte Untersuchungsmethode 
(McKelvey-Martin et al., 1993) und kann nahezu an jedem Zelltyp durchgeführt 
werden. Der Test bietet Möglichkeiten, die Wirkung genotoxischer Substanzen auf 
die Erbsubstanz zu quantifizieren und wird deswegen u.a. zum Biomonitoring von 
umwelt- und arbeitsbedingter Belastung eingesetzt (Moller et al., 2000).  
 
Nach Lyse der Zell- und Kernmembranen erfolgte die alkalische Denaturierung der 
DNA. Anschließend wurde die DNA im elektrischen Feld aufgetrennt. Abhängig vom 
Ausmaß der induzierten Schädigung zeigten die DNA-Fragmente im elektrischen 
Feld verschiedene Migrationsmuster. Je stärker die Schädigung, d.h. je kleiner die 
Fragmente, desto schneller und damit weiter wanderte die DNA im elektrischen Feld. 
Daraus resultierte ein kometenähnliches Bild, mit weitgehend intakter DNA im Kopf 
und fragmentierter DNA im Schweif des „Kometen“. 
 
2.2.1 Fixierung der Zellen auf Objektträgern  
 
Die Objektträger, die mit der Mattierung entlang beider Längskanten versehen waren 
(24 mm x 70 mm, Langenbrinck, Emmendingen), wurden mit  85 μl 0,5 % Normal 
Melting Agarose (Biozym) beschichtet und mindestens 48 Stunden luftgetrocknet. 
Die Zellsuspension wurde mit 75 μl 0,7 % Low Melting Agarose (Biozym, Hameln) 
versetzt, auf den vorpräparierten Objektträgern verteilt und eingedeckt. Nach  
zehnminütigem Antrocknen auf einer gekühlten Platte  erfolgte die Auftragung der 
zweiten Schicht der 0,7 % Agarose (85 μl), die eine bessere Einbettung der Zellen 
gewährleistet. Um zusätzliche DNA-Läsionen durch UV-Licht zu vermeiden wurde 
die gesamte Prozedur bei Rotlicht durchgeführt. 
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2.2.2 Lyse der Zell- und Kernmembranen 
 
Die Auflösung der Zell- und Kernmembranen und Freisetzung der DNA fand in 
alkalischem Puffer (pH 10) statt, bestehend aus 2,5 M NaCl (Natriumchlorid, Sigma, 
Steinheim), 10 mM Trisma Base (Merck), 100 mM Na2EDTA (Natrium 
Ethylendiamintetraacetat, Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg), 1 % N-
Lauroylsarcosin Natrium Salz (Sigma), 1 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH, Steinheim) und 10 %   Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich Chemie, 
Steinheim). Triton X-100 und DMSO wurden kurz vor dem Versuch zum Puffer 
zugegeben. In der Lösung wurden die Objektträger mindestens 1 Stunde bis 
maximal eine Woche bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt. 
 
2.2.3 Elektrophorese und Anfärbung der DNA 
 
Nach der Lyse der Membranen erfolgte die Elektrophorese. Dafür wurden die 
Objektträger in eine horizontale Elektrophoresekammer (Renner, Dannstadt) 
anodennah eingebracht, die zuvor mit dem auf 4 °C gekühltem Elektrophoresepuffer 
gefüllt wurde. Nach 20 Minuten alkalischer Denaturierung und Entspiralisierung 
wurde die Elektrophorese gestartet (20 min; 25 V; 300 ±3 mA). Der 
Elektrophoresepuffer bestand aus 10mM NaOH (Natriumhydroxid, Merck) und 200 
mM Na2EDTA (pH 13). Nach der Auftrennung erfolgte eine Neutralisation durch 
dreimaliges Waschen mit Pufferlösung (400 mM Trizma Base, pH 7,5) in geringem 
Abstand. Anschließend wurden die Objektträger mit 75 μl Ethidiumbromid (0,2 
mg/ml) angefärbt und in einer Feuchtkammer bei 4 °C im Dunkeln bis zur 
Auswertung aufbewahrt.  
 
2.2.4 Digitale Auswertung   
 
Die Analyse der Objektträger erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie (DMLB 
Fluoreszenzmikroskop, Leica, Heerbrugg, Schweiz) und digitaler Bildverarbeitung 
(Comet 3.1, Kinetic Imaging, Liverpool, GB). Zur Quantifizierung der DNA- Läsionen 
und Reparaturkapazität wurde der Olive Tail Moment angewandt (OTM). Dieser 
beschreibt das Verhältnis zwischen der DNA im Kopf zur fragmentierten DNA im 
Schweif, multipliziert mit der gesamten Laufstrecke (Olive and Banath, 1993). Der 
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OTM Wert steigt mit zunehmender Fragmentierung der DNA und wird ohne Einheit 
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2.2.5 Materialien für Comet Assay 
 
Materialien  Anleitung 
proteolytische Enzymlösung  
            10 mg Hyaluronidase 
            10 ml Kollagenase P 
            50 mg Protease 
in 10 ml BEGM auflösen, sterilfiltrieren 
 
Agarose 0,5 % 
            0,5 %ige Low-Melting Agarose 
             PBS 
unter kurzem Erhitzen in der Mirowelle 
in PBS auflösen und bis zur 
Weiterverwendung im Wasserbad bei 
37 °C aufbewahren 
Agarose 0,7% 
            0,7 %ige Normal-Melting Agarose 
            PBS 
unter kurzem Erhitzen in der Mirowelle 
in PBS auflösen und bis zur 
Weiterverwendung im Wasserbad bei 
37 °C aufbewahren 
Lysepuffer 
            1 ml Triton X-100 
           10 ml DMSO 
            89 ml Lysestammlösung 
Triton X-100 und DMSO in 100 ml 
Messzylinder geben; mit 
Lysestammlösung bis zum Eichstrich 
auffüllen 
Lysestammlösung 
            146,4 g NaCl (2,5 M) 
            1,2 g Trihydroxymethylaminomethan  
                    (Tris;19 mM)       
            37,2 g Na2EDTA (100 mM) 
           10 g N-Laurylsarcosinnnatriumsalz (1 %) 
           Aqua bidest. 
NaCl, Tris und N-Laurylsacrosin-
natriumsalz in 500 ml Aqua bidest. 
lösen, Na2EDTA in 160 ml Aqua bidest. 
mit Zugabe von NaOH-Plätzchen lösen; 
nach Zugabe aller Komponenten pH auf 
10 einstellen und mit Aqua bidest. auf 1 
Liter auffüllen 
Elektrophoresepuffer 
24 g NaOH –Plätzchen (300 mM) 
0,744 g Na2EDTA (1mM)  
           Aqua bidest. 
NaOH-Plätzchen und Na2EDTA in 2 
Liter Aqua bidest. lösen, bei 4 °C lagern 
Neutralisationspuffer 
            48,5 g Tris 
            Aqua bidest. 
Tris in 1 l Aqua bidest. lösen, pH auf 7,5 
einstellen, bei Raumtemperatur 
aufbewahren 
Ethidiumbromidlösung 
            0,2 mg/ml Ethidiumbromidlösung in Aqua  
bidest. (Stammlösung) 
1:10 Verdünnung der Stammlösung mit 
Aqua bidest. sterilfiltrieren, bei 4°C 
lichtgeschützt aufbewahren 
 Tab.2: verwendete Materialien für Comet Assay 
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2.3 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) 
 
Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung ist eine aussagekräftige Methode, die es 
ermöglicht, Nukleinsäuresequenzen in Geweben, Zellen, Zellkernen und 
Chromosomen (=in situ) zu visualisieren. Der Mechanismus der FISH basiert auf 
Hybridisierung von spezifischen Nukleinsäuren (Sonden-DNA) an komplementäre 
Nukleinsäuresequenzen (Ziel-DNA). Die Ziel-DNA und die markierte DNA-Sonde 
werden in einer Formamidlösung durch Hitze denaturiert, die Hybridisierung wird 
durch Inkubation bei 37 °C ermöglicht. Die Markierung der Sonden-DNA mit 
fluoreszierendem Farbstoff lässt die darzustellende Sequenz lokalisieren. Mit der 
FISH-Technik ist es möglich, ein ganzes Chromosom (Einsatz von sogenannten 
Painting-Sonden), das Zentromer eines bestimmtes Chromosoms oder auch 
simultan alle Chromosomen eines Chromosomensatzes (Zentromer-Sonden bzw. 
pan-zentromerische Zentromer-Sonde), Chromosomenenden (Telomer-Sonden) 
oder einzelne Abschnitte auf einem Chromosom (Gen-Sonden) zu identifizieren. Das 
FISH-Verfahren wurde erstmals von Pardue und Gall (Pardue and Gall, 1969) sowie 




Die Kombination aus Comet Assay und FISH wurde an Lymphozyten von McKelvey-
Martin et al. (1998) vorgestellt und von Harréus et al. (Harréus et al., 2004) für den 
Einsatz an humanen Schleimhautzellen modifiziert. Der Einsatz von fluoreszierenden 
DNA-Proben, die an spezifische Gen-Sequenzen hybridisieren, erlaubt die 
Lokalisation bestimmter Gene innerhalb eines Kometen. Mit der Messung von Anzahl 
und Lage der Hybridisierungssignale innerhalb von Kometen können Schädigung 
und Reparaturvorgänge in spezifischen Genloci dargestellt werden. 
 
2.4.1 Entwässerung der Zellen und Auftragung der Sonden 
 
Elektrophoretischer Auftrennung und Neutralisation der Zellen  folgte zweimaliges 
Waschen mit SSC-Puffer (0,3 M NaCl, 30 mM Sodium Citrat; pH 7; Fa. Sigma) für 
jeweils 5 Minuten. Danach erfolgte eine fünfminütige  Entwässerung in einer 
aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 85 % und 100 %). Für die Gelstabilisierung 
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wurden die Objektträger auf einer Heizplatte (Reichert-Jung, Medax) 10 Minuten bei 
37 °C getrocknet. Die Stellen, auf die die Sonden aufgetragen werden sollten (je zwei 
auf einen Objektträger), markierte man mit einem Diamantschreiber. In kleine 
Reaktionsgefäße (Safe-Lock Tubes, 0,5 ml, Eppendorf, Hamburg) wurden 7 μl 
Hybridisationspuffer (Dextran Sulfat, Formamid, SSC, pH 7; Fa. Vysis),  1 μl DNA-
Sonde (Fluorophore-labeled painting probe and blocking DNA in Tris-EDTA Puffer) 
und 2 μl bidestilliertes Wasser vermischt und kurz abzentrifugiert. Die 
Nukleinsäuresequenzen (DNA-Sonden) waren entweder mit einem grünen 
fluoreszierendem Farbstoff  - für die Chromosomen 3 und 8 (WCP 3, WCP 8 
SpektrumGreen, Vysis) oder mit rotem – für die Chromosomen 5 und 11 (WCP 5, 
WCP 11 SpektrumOrange, Vysis) markiert. Das 10 μl Sondengemisch wurde  auf die 
markierten Stellen aufgetragen, mit dem Deckglas abgedeckt und mit dem 
elastischen Kleber (Fixogum, Marabu) versiegelt.  
 
2.4.2 Denaturierung und Hybridisierung der DNA 
 
Denaturierung der Zielsequenz und der Sonde wurde durch Erhitzen auf ca. 72 °C 
erreicht. Die Objektträger wurden dafür auf einer Präzisionheizplatte (Harry 
Gestigkeit GmbH, Düsseldorf) 5 Minuten erhitzt. Danach wurden sie in die 
vorgewärmte Feuchtkammer hingelegt und über Nacht bei 37 °C inkubiert, um die 
Hybridisierung der Sonde mit der Zielsequenz zu ermöglichen. Schließlich wurde 
nichthybridisierte DNA bei 45 °C gespült, um störende Hintergrundsignale zu 
vermeiden. Dazu wurden die Objektträger drei Mal in 50 % Formamid/2xSSC Lösung 
(pH 7-8) und einmalig in 2 x SSC Lösung jeweils 10 Minuten gereinigt.  Im Anschluss 
an eine fünfminütige Inkubation in 2 x SSC mit 0,1 % Detergent  Tergitol NP-40 (pH 
7) wurden die Objektträger luftgetrocknet.  
 
2.4.3 Fluoreszenzfärbung und digitale Auswertung 
 
Die nicht zu markierenden Teile der Chromosomen wurden mit dem 
Gegenfärbemittel 4’-6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI, 42 ng/ml, Vysis) eingefärbt, so 
dass über den erzielten Kontrast eine eindeutige Detektion der Zielsequenz 
ermöglicht wurde. 150 μl DAPI mit 75 μl Antifade (Vysis) wurden in einem Eppendorf-
Gefäß vermischt. 15 μl der Mischung wurden auf die markierte Fläche aufgetragen, 
Material und Methoden 
 
29
mit einem Deckglas verschlossen und mit Nagellack versiegelt. Bis zur Auswertung 
wurden die Objektträger bei -20°C im Dunkeln aufbewahrt. Die Detektion der DNA 
Schädigung erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Leica DMLB, Leica, 
Heeerbrugg) und gekoppeltem Computer. Das Mikroskop war mit drei Filtern und 
einer 100 Watt Lampe ausgestattet.  Es wurden 20 Zellen pro Objektträger 
ausgewertet. Das hierbei verwendete Programm (Comet++, Kinetic ImagingTM) 
ermöglicht die Bestimmung des OTM und des Munich Chromosomal Tail Moment 
(MCTM). Der MCTM erlaubt quantitative Aussage über chromosomale Schädigung in 
einer Zelle. Er bildet ein Produkt von mittlerer chromosomaler Migrationstrecke und 
der chromosomalen Fluoreszenz im Schweif des Kometen geteilt durch die gesamte 
chromosomale Fluoreszenz der Zelle. Es wurde überdies die Anzahl von 
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Comet Assay   Comet-FISH   
 
 
Abb.4: Schematischer Ablauf des Comet Assays und Comet-FISH 
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2.4.5 Materialien für Comet- FISH 
 
Materialien  Anleitung 
2xSSC-Lösung 
100 ml 20xSSC 
Aqua bidest. 
20xSSC und Aqua bidest. mischen und auf 
1000 ml auffüllen, pH 7,0 (± 0,2) einstellen 
DNA-Sonden 
2 µl DNA-Sonde 
4 µl Aqua bidest. 
14 µl LSI-Puffer 
Komponenten in ein Eppendorff-Gefäß 
pipettieren und kurz mit Tischzentrifuge 
zentrifugieren 
Formamid-Waschlösung 
157,5 ml Formamid 
31,5 ml 20 SSC 
122 ml Aqua bidest. 
 
Komponenten in einem 500 ml Standzylinder 
mischen und auf pH 7-7,5 einstellen (max. 7 
Tage lagern) 
2xSSC/NP-40-Lösung 
1 ml NP-40 
1000 ml SSC 
NP-40 im Wasserbad erhitzen, bis es flüssig 
ist; langsam in 1000 ml SSC lösen und auf pH 




DAPI und Antifade im Verhältnis 2.1 mischen 
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2.5 Untersuchung zur DNA-Reparatur 
 
Die Mutagensensitivität und die DNA-Reparaturkapazität wurden mittels Comet-FISH 
bestimmt. Die Kombination von beiden Methoden gab die Möglichkeit strukturelle, 
chromosomale Veränderungen nach oxidativen Schäden  nachzuweisen. Die 
häufigsten Aberrationen bei Kopf-Hals-Karzinomen wurden für die Chromosomen 3, 
5, 8, 9, 11 und 18 beschrieben (Bockmühl, 1998). Die Reparaturkapazität wurde 
durch den Vergleich der Alterationen von Chromosomen 3, 5, 8 und 1 zwischen 
Patienten mit und ohne Karzinom des Oropharynx untersucht (Harréus et al., 2004).   
 
Die Miniorgankulturen wurden dreißig Minuten mit H2O2 (200 μM) inkubiert. Nach 
Herauswaschen des Fremdstoffs mit BEGM erfolgte eine 24-stündige Reparatur 
durch Weiterkultivierung bei Bedingungen, wie unter 2.1.2 beschrieben. Nach dem 
Ablauf der Zeit wurden die Miniorgane wie unter 2.1.4. beschrieben aufgetrennt und 
anschließend der Mikrogelelektrophorese und Comet-FISH zugeführt. 
 
Die DNA-Reparaturkapazität (DRC) wird aus dem  Anteil reparierter Zellen nach der 




 OTM (nach 24 Stunden Reparatur) x 100 
DRC = 100 - 
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2.6 Methodenspezifische Labormaterialien 
 
2.6.1 Enzyme, Zellkulturmedien und Chemikalien 
 
Chemikalien  
Agar Noble DIFCO, Detroit, USA 
Bovine Serum Albumin Sigma, Steinheim 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt 
Ethanol 70, 85, 100 % Klinikapotheke der LMU 




Kaliumchlorid (KCl) Sigma, Steinheim 
Low-Melting-Agarose: Sea Plaque GTG FMC-Bio Products, Rockland, USA 
Methanol Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid (NaCl) Sigma, Steinheim 
Natriumhydroxid-Plätzchen (NaOH) Merck, Darmstadt 
N-Lauryolsacrosinnnatriumsalz (C21H20N3Br)  Sigma, Steinheim 
Normal-Melting-Agarose: Seakem LE FMC-Bio Products, Rockland, USA 
NP-40 Abbott, Illinois, USA 
Saline sodium citrate buffer (SSC) Abbott, Illinois, USA 
Triton X-100 Sigma, Steinheim 
Trypanblau 0,4% Merck, Darmstadt 
Wasserperoxid 30 % Merck, Darmstadt 
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Enzyme, Zellkulturmedien, Zusätze  
Amphotericin B Gibco Life Technologies, Eggenstein 
Bronchial Epithelial Growth Medium (BEGM) Promocell,Heidelberg 
DAPI Abbott, Illinois, USA 
DNA-Sonden Abbott, Illinois, USA 
Fetal Calf Serum (FCS) Gibco Life Technologies, Eggenstein 
Hyaluronidase aus Schafshoden Roche, Mannheim 
Kollagenase P aus Clostridium histolyticum Roche, Mannheim 
MEM-Joklik (ohne L-Glutamin und NaHCO3) Linaris, Wertheim-Bettingen 
Penicillin-Streptomycin-Lösung Sigma, Steinheim 
Phosphate Buffered Saline (PBS, ohne Calcium, 
Magnesium, Natriumbicarbonate) 
Gibco Life Technologies, Eggenstein 
 
Roswell Park Memorial Institue 1640 (RPMI): 
w/NaHCO3, N-Acetyl-L-alanyl-L-glutamin 
Biochrom, Heidelberg 
Supplementpack für BEGM Promocell,Heidelberg 
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2.6.2 Verbrauchsmaterialien, Geräte und Zubehör 
 
Verbrauchsmaterialien  
24-Well-Platte Falcon, Heidelberg 
Deckgläser zum Mikroskopieren 
Glasdicke 0,08 – 0,12 mm 
Langenbrinck, Emmendingen 
Einmalspritzen (5 ml, 10 ml) Becton Dickinson, Heidelberg 
Farbfilme ISO 100, ISO 400 Kodak, New York,USA 
Kryoröhrchen 2 ml, steril Nalgene, Rochester, USA 
Objektträger 24x70 mm Merck, Darmstadt 
Objektträger 24x70 mm, je 5mm seitlich mattiert Langenbrinck, Emmendingen 
Objektträgerkasten für 50 Objektträger GLW, Würzburg 
Pasteurpipetten, steril 7 ml Merck, Darmstadt 
Pasteurpipetten, unsteril 7 ml Merck, Darmstadt 
Pipetten (2 µl,10 µl, 200 µl,1000 µl) Eppendorf, Hamburg  
Pipettenspitzen (5 µl, 10 µl, 200 µl, 1000 µl) Eppendorf, Hamburg  
Reaktionsgefäß Eppendorf, Hamburg 
Röhrchen mit Schraubverschluss (15 ml) Sarstedt, Nümbrecht 
Röhrchen mit Schraubverschluss (50 ml) Greiner, Frickenhausen 
Schreibdiamant Renner, Darmstadt 
 


















Geräte und Zubehör  
Analysenwaage Voyager (0,1mg – 62 g) Ohaus, Gießen 
Auswertung/ Datenspeicherung: 




Kinetic Imaging, Liverpool 
Kinetic Imaging, Liverpool 
Microsoft 
Elektrophoresegerät E865 Renner, Dannstadt 
Gefrierschrank (-80°C) New Brunswick Scientific, Nürtingen 
horizontale Elektrophoresekammer (237 x 180 mm) Renner, Dannstadt 





Filtersystem N2.1, BP 516-560 
Filtersystem I3, BP 450-490 




Leica, Heerbrugg, Schweiz 
Leica, Heerbrugg, Schweiz 
Leica, Heerbrugg, Schweiz 
Leica, Heerbrugg, Schweiz 
Leica, Heerbrugg, Schweiz 
Leica, Heerbrugg, Schweiz 
Mikrowelle MWS 2819 Bauknecht, Schorndorf 
Minishaker MS1 Clarkson Lab., Chula Vista, USA 
Kryo -1°C-Freezing -Container Nalgene, Rochester, USA 
pH-Meter 766 Calimatic Knick, Berlin 
Schüttelwasserbad 1083 GFL, Burgwedel 
Spiegelreflexkamera Minolta, Osaka, Japan 
Sterilbank Herasafe Heraeus,Hanau 
Wasserbad Reichert-Jung,Kiel 
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Waage 1419 (1mg – 600 g) Sartorius, Gießen 
Zählkammer nach Neubauer Merck, Darmstadt 
Zentrifuge, Varifuge 3.0R Heraeus, Darmstadt 
Zentrifuge, Varifuge 3.0RS Sartorius, Gießen 
 












































3. 1 Statistische Analyse 
 
Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSSTM 13.1. Die 
graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Boxplots. Der Boxplot besteht aus 
einer Box, die vom 25. Perzentil (25 % aller Werte sind kleiner) und vom 75. Perzentil 
(25 % aller Werte sind größer) begrenzt wird. Die innere Linie repräsentiert den 
Median. Der kleinste und der größte Wert werden durch die umgekehrte bzw. obere 
T-Linie markiert. Extremwerte, die mehr als drei Kastenlängen außerhalb liegen, 
werden mit einem Stern markiert, Ausreißerwerte, die um mehr als eineinhalb 
Kastenlängen außerhalb liegen, mit einem Kreis. Die Unterschiede zwischen den 
OTM/MCTM-Werten wurden mit jeweiligen Kontrollen verglichen und mit dem 
Wilcoxon-Test  für abhängige Daten geprüft. Die unterschiedliche Werte von den 
Patienten mit Oropharynxkarzinom gegenüber tumorfreien Patienten wurden mit dem 
Mann-Whitney-U-Test für zwei Stichproben getestet. 
 
3. 2 DNA-Schädigung an Miniorganen 
 
Genotoxische und mutagene Effekte von Wasserstoffperoxid  wurden mit Comet-
FISH an Miniorgankulturen gemessen. Durch den Einsatz der Miniorgankulturen 
konnten der in-vivo-Situation ähnliche Verhältnisse geschaffen werden. Die 
alkalische Mikrogelelektophorese ermöglicht die Darstellung von DNA-
Strangbrüchen, alkalilabilen Stellen, Crosslinks, DNA-Addukten und unvollständiger 
DNA-Reparatur. Die DNA-Migration im Spannungsfeld der Elektrophorese und die 
Entstehung der Kometen sind abhängig von dem Grad induzierter DNA-Schädigung. 
DNA-Fragmente befinden sich im Schweif des Kometen, intakte DNA hingegen 
verbleibt im Kopf. Durch die Fluoreszenzfärbung der DNA mit Ethidiumbromid 
können die Kometen visualisiert und unter dem Fluoreszenzmikroskop  beobachtet 
werden. 
 






Abb.5: DNA einer Schleimhautzelle 





Abb.6: DNA einer Schleimhautzelle 





Die Kombination des Comet Assay mit der Fluoreszenz in-situ-Hybridisierung (FISH) 
ermöglicht neben der quantitativen Darstellung genotoxischer Schäden und deren 
Reparatur die Analyse einzelner Chromosomen und deren Verhalten innerhalb des 
Kometen. In der vorliegende Arbeit wurden die Chromosomen 3, 5, 8 und 11 mittels 
FISH analysiert. Mit einem Fluorochrom markierte DNA-Sonden ermöglichten die 
Lokalisierung der untersuchten Chromosomen. Im Fall ungeschädigter 
Chromosomen konnten zwei Fluoreszenz-Signale beobachtet werden, mehrere 






    Abb.7:. DNA einer oropharyngealen 
ungeschädigten Schleimhautzelle eines 
Tumorpatienten. Die Gesamt-DNA und 
Chromosom 3 (grün) weisen keine 











 Abb.8: DNA einer oropharyngealen 
Schleimhautzelle eines Tumorpatienten nach 
Inkubation mit H2O2. Die Gesamt-DNA (blau) 




















Abb.9: DNA einer oropharyngealen 
Schleimhautzelle eines Tumorpatienten nach 
Inkubation mit H2O2. Die Gesamt-DNA (blau) 



























Abb.10: Die DNA-Schädigung von Schleimhautzellen nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid (H2O2) 
und ohne der H2O2-Inkubation (Kontrolle). Darstellung der Olive Tailmoment (OTM)-Mittelwerte und 
Standardfehler bei Tumor- (TU) und Kontrollpatienten (NON-TU).  
 
 
Die Inkubation der Miniorgankulturen mit Wasserstoffperoxid führte zur einer 
deutlichen DNA-Schädigung bei Tumor-, als auch bei Kontrollpatienten. Die OTM-
Werte lagen bei 10,9 beziehungsweise 11,8. Die Werte der Negativkontrolle waren 
1,8 (Tumorpatienten) und 1,6 (Kontrollen).  
 
Zwischen den Werten für beide Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied weder 
für H2O2 noch für die Negativkontrolle festgestellt werden (Tab.9). 
 
Tab.8: p-Werte im Wilkoxon-Test für den Vergleich H2O2-Schädigung zur Kontrolle bei Tumor bzw. 
tumorfreien Patienten 
       
NON-TU H2O2 / NON-TU Kontrolle p ≤ 0,001 
TU H2O2 / TU Kontrolle p ≤ 0,001 
Das Signifikanzniveau nach Bonferroni Korrektur lag bei p ≤ 0,025  
 
Tab.9: p-Werte im Mann-Whitney Test für den Vergleich der Kontrolle bei Tumor- / tumorfreien 
Patienten bzw. H2O2-Schädigung bei Tumor- / tumorfreien Patienten 
 
NON-TU Kontrolle / TU Kontrolle p ≥ 0,421 
NON-TU H2O2 / TU H2O2 p ≥ 0,300 























Abb.11: Schädigung der Chromosomen 3,5,8 und 11 in Schleimhautzellen tumorfreier Spender nach 
Inkubation mit Wasserstoffperoxid angegeben als Munich Chromosomal Tailmoment (MCTM)-
Mittelwert und Standardfehler. Die Werte wurden mit der gesamten DNA-Schädigung, angegeben als 
Olive Tailmoment (OTM), verglichen.  
 
 
Der MCTM für die Chromosomen 3, 5, 8 und 11 in Schleimhautzellen der Kontrollen 
nach der Inkubation mit H2O2 ergab Mittelwerte von 17,9 (Chr3), 18,8 (Chr5), 16,6 
(Chr8) und 17,2 (Chr11). Der OTM-Mittelwert für die Schädigung der Gesamte-DNA 
lag bei 11,8. Mittels Wilcoxon-Test wurde die Schädigung der Chromosomen mit der 
gesamten DNA-Schädigung einer Zelle verglichen. Es konnten signifikante 
Unterschiede der DNA-Schädigung zwischen allen Chromosomen und der gesamten 
DNA- Schädigung festgestellt werden (Tab.10).  
 
Tab.10: p-Werte im Wilkoxon-Test für den Vergleich der chromosomalen gegenüber gesamter DNA-
Schädigung 
 
Chromosom 3 / DNA gesamt p ≤ 0,001 
Chromosom 5 / DNA gesamt p ≤ 0,001 
Chromosom 8 / DNA gesamt p ≤ 0,001 
Chromosom 11 / DNA gesamt p ≤ 0,001 























Abb.12: Schädigung der Chromosomen 3, 5, 8 und 11 in Schleimhautzellen von Tumorpatienten nach 
der Inkubation mit Wasserstoffperoxid angegeben als Munich Chromosomal Tailmoment (MCTM)-
Mittelwert und Standardfehler. Die Werte wurden mit der gesamten DNA-Schädigung, angegeben als 
Olive Tailmoment, verglichen. 
 
 
In Schleimhautzellen von Patienten mit Oropharynxkarzinom wurden für die einzelne 
Chromosome mittlere MCTM-Werte von 15,5 (Chr3), 16,7 (Chr5), 15,1 (Chr8) und 
18,0 (Chr11) gemessen. Der OTM-Mittelwert für die DNA Gesamt-Schädigung war 
10,9. Es wurden statistisch signifikante Unterschiede in der Fragmentierung der 
Chromosomen 3,5 und 11 im Vergleich mit der gesamten DNA festgestellt (Tab.11). 
Es wurde jedoch kein signifikanter Unterschied in der Fragmentierung des 
Chromosoms 8 im Vergleich mit der gesamten DNA beobachtet.  
 
Tab.11: p-Werte im Wilkoxon-Test für den Vergleich der chromosomalen gegenüber gesamter DNA-
Schädigung 
 
Chromosom 3 / DNA gesamt p ≤ 0,012 
Chromosom 5 / DNA gesamt p ≤ 0,006 
Chromosom 8 / DNA gesamt p ≤ 0,015 
Chromosom 11 / DNA gesamt p ≤ 0,004 






















Abb.13: Vergleich der Schädigung von Chromosomen 3, 5, 8 und 11 bei Kontrollen und 
Tumorpatienten nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid angegeben als Munich Chromosomal 
Tailmoment (MCTM)-Mittelwert und Standardfehler 
 
 
Die MCTM-Mittelwerte nach der DNA-Schädigung in Schleimhautzellen der Non-
Tumorpatienten lagen bei 17,9 (Chr3), 18,81 (Chr5), 16,6 (Chr8) und 17,2 (Chr11). 
Die Werte für Tumorpatienten waren 15,5 (Chr3), 16,7 (Chr5), 15,1 (Chr8) und 18,0 
(Chr11). Die statistische Analyse mittels Mann-Whitney Test ergab keine 




Tab.12: p-Werte im Mann-Whitney Test für den Vergleich der Chromosomen 3, 5, 8 und 11 zwischen 
Tumorpatienten (TU) und Non-Tumorpatienten (NON-TU) 
 
NON-TU Chr3 / TU Chr3 p ≥ 0,300 
NON-TU Chr5 / TU Chr5 p ≥ 0,610 
NON-TU Chr8 / TU Chr8 p ≥ 0,412 
NON-TU Chr11 / TU Chr11 p ≥ 0,395 




3.3 DNA Reparaturkapazität 
 
Nach der DNA-Schädigung durch eine einstündige Inkubation der Miniorgankulturen 
des Oropharynx mit H2O2 wurde das Reparaturverhalten der DNA untersucht. Die 
DNA Reparaturkapazität (DRC) wurde für ein Reparaturintervall von 24 Stunden 




Abb.14 DNA einer 
Schleimhautzelle nach der 






































Abb.15: DNA-Schädigung und DNA-Reparatur in Schleimhautzellen nach Inkubation mit 
Wasserstoffperoxid (H2O2). Darstellung der Olive Tailmoment (OTM)-Mittelwerte und Standardfehler 
bei Tumor- (TU) und tumorfreien Patienten (NON-TU) 
 
 
Die Inkubation der Miniorgankulturen von tumorfreien Patienten mit 
Wasserstoffperoxid verursachte deutliche DNA-Schädigung und ergab den OTM-
Mittelwert von 11,8. Das 24-stündige Reparaturintervall führte zur erheblichen 
Reduzierung der DNA-Schädigung (Abb.15). OTM-Mittelwert lag bei 1,5, was 87,3 % 
DRC entspricht. Bei den Tumorpatienten nach 24-stundiger Reparatur konnte die 
Ausgangsschädigung durch H2O2 vom OTM 10,9 auf OTM 2,2 reduziert werden 
(DRC 79,9 %). Mittels Wilkoxon-Test wurde H2O2-Schädigung vrs. Repararur bei 
Tumor bzw. tumorfreien Patiente verglichen. Mit Mann-Whitney-U Test hingegen 
wurden die Reparaturvermögen der Kontrollen vrs. Tumorpatienten analysiert. Es 
wurden signifikante Unterschiede in beiden Fällen festgestellt (Tab. 13). 
 
Tab 13. : p-Werte im Wilkoxon-Test für den Vergleich H2O2-Schädigung vrs. Reparatur bei  
Tumor bzw. Kontrollpatienten und in Mann-Whitney-U Test für den Vergleich der Reparatur beider 
Gruppen 
NON-TU H2O2 / NON-TU Reparatur p ≤ 0,001 
TU H2O2 / TU Reparatur p ≤ 0,001 
NON-TU Reparatur / TU Reparatur P ≤ 0,001 























Abb.16: Reparatur der Chromosomen 3, 5, 8 und 11 in Schleimhautzellen der Kontrollpatienten nach 
Schädigung mit Wasserstoffperoxid angegeben als Munich Chromosomal Tailmoment (MCTM)-
Mittelwert und Standardfehler. Die Werte werden mit der Reparatur der gesamten DNA, angegeben 
als Olive Tailmoment (OTM), verglichen. 
 
Der MCTM für die Chromosomen 3, 5, 8 und 11 in Schleimhautzellen der tumorfreien 
Patienten nach der Inkubation mit H2O2 und anschließendem 24-stündigem 
Reparaturintervall ergab Mittelwerte von 4,1 (Chr3), 4,2 (Chr5), 3,4 (Chr8) und 3,5 
(Chr11). Der OTM-Mittelwert für die gesamte DNA nach der gleichen Behandlung der 
Zellen war 1,5. Mittels Wilcoxon-Test wurde die Reparatur der Chromosomen mit der 
Reparatur der gesamten DNAReparatur einer Zelle verglichen. Es konnten 
signifikante Unterschiede in der Reparatur aller Chromosome und der gesamten 
DNA festgestellt werden (Tab.14). 
  
Tab.14: p-Werte im Wilkoxon-Test für den Vergleich der chromosomalen gegenüber gesamter DNA-
Reparatur 
 
Chromosom 3 / DNA gesamt p ≤ 0,001 
Chromosom 5 / DNA gesamt p ≤ 0,001 
Chromosom 8 / DNA gesamt p ≤ 0,001 
Chromosom 11 / DNA gesamt p ≤ 0,001 
























Abb.17: MCTM-Mittelwerte und Standardfehler nach der Reparatur der oxidativ-geschädigten 
Chromosomen 3, 5, 8 und 11 in Schleimhautzellen von Tumor-Patienten. Die Werte werden mit der 
Reparatur der gesamten DNA, angegeben als Olive Tailmoment (OTM), verglichen. 
 
 
Die 24-stündige Reparaturphase nach der H2O2-Exposition der Schleimhautzellen 
von Tumor-Patienten  bewirkte einen wesentlichen Rückgang der DNA-Schädigung. 
Die mittleren MCTM-Werte lagen bei 5,7 (Chr3), 5,9 (Chr5), 4,5 (Chr8) und 4,4 
(Chr11). Die Reparatur der Gesamt-DNA ergab die mittlere OTM-Wert 2,2. Der 
Vergleich der Reparatur der einzelnen Chromosomen und der Reparatur der 
Gesamt-DNA mittels Wilcoxon-Test ergab signifikante Unterschiede (Tab.15). 
 
Tab.15: p-Werte im Wilkoxon-Test für den Vergleich der chromosomalen gegenüber gesamter DNA-
Reparatur 
 
Chromosom 3 / DNA gesamt p ≤ 0,001 
Chromosom 5 / DNA gesamt p ≤ 0,001 
Chromosom 8 / DNA gesamt p ≤ 0,003 
Chromosom 11 / DNA gesamt p ≤ 0,005 






















Abb.18: Vergleich der Reparatur der Chromosomen 3, 5, 8 und 11 bei Kontrollpatienten und 
Tumorpatienten nach Inkubation mit Wasserstoffperoxid angegeben als Munich Chromosomal 
Tailmoment (MCTM)-Mittelwert und Standardfehler 
 
 
Die Messung der DNA-Schädigung nach der 24-stündigen Reparaturphase in 
Schleimhautzellen von tumorfreien Spender ergab die folgende mittlere MCTM-
Werte: 4,1 (Chr3), 4,2 (Chr5), 3,4 (Chr8) und 3,5 (Chr11). Die MCTM-Werte von 
Patienten mit Karzinom des Oropharynx nach der gleichen Behandlung der Zellen 
waren 5,7 (Chr3), 5,9 (Chr5), 4,5 (Chr8) und 4,4 (Chr11). Es wurden Unterschiede in 
der DNA-Reparatur der einzelnen Chromosomen zwischen beiden Patientengruppen 
beobachtet. Die waren jedoch statistisch nicht signifikant (Tab.16).  
 
Tab.16: p-Werte im Mann-Whitney Test für den Vergleich der Chromosomen 3, 5, 8 und 11 zwischen 
Tumorpatienten (TU) und tumorfreien Patienten (NON-TU). 
 
NON-TU Chr3 / TU Chr3 p ≥ 0,150 
NON-TU Chr5 / TU Chr5 p ≥ 0,330 
NON-TU Chr8 / TU Chr8 p ≥ 0,138 
NON-TU Chr11 / TU Chr11 p ≥ 0,222 




3.4 Anzahl der Fluoreszenz-Signale  
 
In der vorliegenden Arbeit konnten mit Comet-FISH die Schädigungsmuster 
einzelner Chromosomen und der gesamten DNA der Schleimhautzellen des 
Oropharynx dargestellt und analysiert werden. Das Einsetzen der direkt 
markierenden DNA-Sonden ermöglichte die Visualisierung der untersuchten 
Chromosomen 3, 5, 8 und 11. Die gesamte DNA wurde mit DAPI gefärbt und die 
chromosomale Fluoreszenz-Signale innerhalb der Gesamt-DNA lokalisiert. Zwei 
Signale representieren ein ungeschädigtes Chromosomenpaar, mehrere Signale 
hingegen könnten auf Chromosomenbrüche und unvollständige DNA-Reparatur 
deuten. Die Wanderungstrecke der DNA-Fragmente ist, wie oben unter 2.2 
beschrieben, von dem Ausmaß der Schädigung abhängig. Die Fluoreszenz-Signale 


































3.4.1 Anzahl der Fluoreszenz-Signale in unbehandelten Shleimhautzellen bei 
Tumor- und Kontrollpatienten 
 
In unbehandelten Zellen von tumorfreien Spender wurden durschnittlisch 2,0 
Fluoreszenz-Signale der Chromosome 3, 5, 8, 11 in Kometen gezählt. Dies deutet 
auf ungeschädigte chromosomale DNA. In Schleimhautzellen von Tumorpatienten 
hingegen konnte man Chromosomenbrüche beobachten. Die Zellen wiesen mehr als 
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Tab.17: Anzahl der Signale (Mittelwert) im Kopf und im Schweif des Kometen von unbehandelten 















3.4.2  Anzahl der Fluoreszenz-Signale in Schleimhautzellen bei Tumor- und 
Kontrollpatienten nach der Inkubation mit Wasserstoffperoxid 
 
Wasserstoffpeoxid induzierte erhebliche Chromosomenbrüche in Mukosazellen der 
Miniorgankulturen sowohl bei Kontrollpatienten als auch bei Tumorpatienten. Die 
Fluoreszenz-Signale wurden im Kopf und im Schweif der Kometen lokalisiert. 
Patienten mit Oropharynxkarzinom wiesen jedoch eine erhöhte Empfindlichkeit 
gegenüber oxidativen Stress. Im Vergleich zu Kontrollpatienten konnte man in Zellen 
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Tab.18: Anzahl der Signale (Mittelwert) im Kopf und im Schweif des Kometen nach der Inkubation der 













3.4.3 Anzahl der Fluoreszenz-Signale in Schleimhautzellen bei Tumor- und 
Kontrollpatienten nach der DNA-Reparatur 
 
Die 24-stündige Reparaturphase nach der 30-minütigen 
Wasserstoffperoxidexposition bewirkte einen wesentlichen Rückgang der DNA-
Schädigung in Zellen der Miniorgankulturen von Oropharynx. In Zellen von 
Kontrollpatienten konnte beinahe vollständige Reparatur festgestellt werden. Zellen 
der Patienten mit Oropharynxkarzinom wiesen jedoch mehrere 
Chromosomenbrüche auf. Chromosomenfragmente befanden sich sowohl im Kopf 
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Tab.19: Anzahl der Signale (Mittelwert) im Kopf und im Schweif des Kometen nach der Inkubation der 
Miniorgankulturen mit H2O2 und nachfolgender 24-stündigen Reparaturphase bei den Patienten mit 
















4.1 Auswahl der Patienten 
 
Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Gewebe wurde von Patienten der Klinik 
und Poliklinik für Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Ludwig-Maximilians-
Universität München gespendet. Zur Vermeidung kofaktorieller Einflüsse auf die 
Untersuchungsergebnisse wurde Gewebe nur von solchen Patienten entnommen, 
die neben der zur Operation führenden Grunderkrankung keine weiteren chronischen 
Infektions- oder Systemerkrankungen aufwiesen. 
 
4.1.1 Tumorfreie Patienten als Spender von Schleimhaut des Oropharynx  
 
Oropharyngeale Schleimhaut wurde bei Tonsillektomien gewonnen, welche aufgrund 
chronisch rezidivierender Infektionen der Mandel oder einer Hyperplasie bei 
Schlaferkrankungen durchgeführt wurden. Durch diese aus unterschiedlichen 
Gründen durchgeführten Operationen findet eine Selektion der Patienten statt. Es 
sind dabei entzündungsbedingt Veränderungen des Gewebes möglich. Andererseits 
werden solche Eingriffe in einem möglichst infektfreien Zeitpunkt durchgeführt.  
 
4.1.2 Patienten mit Oropharynxkarzinom als Spender von Schleimhaut des 
Oropharynx 
 
Das untersuchte Gewebe entstammte Operationen, die aufgrund der 
Tumorerkrankung durchgeführt wurden.  Die Patienten mit oropharyngealen 
Karzinomen wiesen unterschiedliche Schweregrade und Stadien der Erkrankung auf. 
Aufgrund der Zentrumsfunktion der Ludwig-Maximilians-Universität für derartige 
Erkrankungen werden solche Fälle hier besonders häufig behandelt und es kann 
deshalb ein guter Überblick über oropharyngeale Tumore gewonnen werden. Für die 
Studie wurde makroskopisch gesunde Schleimhaut verwendet, die ausschließlich 












Dreidimensionale Organkulturen bieten eine alternative Form der Kultivierung des 
Epithels. Steinsvag et al. berichteten über nichtadhäsive stationäre Organkulturen 
aus humanem adenoidem Gewebe (Steinsvag et al., 1991). Eine modifizierte 
Methode zur Kultivierung dreidimensionaler Organkulturen nasaler Mukosa wurde 
von Kleinsasser et al. (Kleinsasser et al. 2001) entwickelt und deren Verwendbarkeit 
für in vitro-Mehrfachinkubationen mit Xenobiotika nachgewiesen (Kleinsasser et al., 
2004). 
  
Miniorgankulturen wurden in vielerlei Untersuchungen eingesetzt. So fand eine 
Kultivierung des Schilddrüsengewebes statt, um den Einfluss von Thyroidperoxidase 
auf die Hormonproduktion zu beobachten (Hayakawa et al., 1993). In einer anderen 
Studie wurden die Miniorgankulturen der Gallenblase entwickelt und ihre 
morphologischen und funktionellen Eigenschaften wie Endo- und Exozytosis geprüft 
(Veranic and Psenicnik, 1996). Victorov et al. stellten organtypische Hirnkulturen und 
deren Verwendbarkeit für die biochemischen, histologischen und molekularen 
Analysen vor. Diese Kultivierung wurde in der Flasche mit Nährmedium unter 
ständiger Rotation geführt (Victorov et al., 2001). Kulturen aus humanem Brustepithel 
wurden zur Beurteilung des Einflusses von 17-ß-Estradiol und Tamoxifen 
(Antiestrogen) auf die Proliferationskapazität des Gewebes eingesetzt (Calaf, 2006). 
Erst kürzlich fanden Miniorgankulturen der nasalen Mukosa die Verwendbarkeit in 
einer Untersuchung zu kumulativen genotoxischen und apoptotischen Effekten von 
Xenobiotika (Buehrlen et al., 2007). 
 
Miniorgankulturen ermöglichen eine Standardisierung und Abschätzung des in vivo-
Potenzials von genotoxischen Stoffen in humanen Kultursystemen. Bisher wurden 
dafür Einzelinkubationen separierter Zellen des Epithels sowie Lymphozyten 
eingesetzt (Kleinsasser et al., 2000b; Harréus et al., 2005). Im Vergleich zu Zellen in 
intaktem Gewebe, weisen Einzelzellkulturen begrenzte metabolische Aktivität für 




Mutagensensitivität und Reparaturkapazität (Teissier et al., 1998; Farkas and 
Tannenbaum, 2005). In den dreidimensionalen Organkulturen bleiben die 
Wechselwirkungen zwischen den Zellen erhalten, was der in vivo-Situation nahe 
kommt. Dieses Modell bietet die Möglichkeit, repetitiv Versuche zur Untersuchung 
des epithelialen Zellwachstums, ihrer Differenzierung und Reparatur durchzuführen 
(Wallner et al., 2005). 
 
4.2.2 Comet Assay und Comet-FISH    
 
Genotoxische und mutagene Effekte von Fremdstoffen werden mit unterschiedlichen 
Testverfahren an den verschiedensten Zellsystemen gemessen. Die Verwendung 
des optimalen Testsystems ist abhängig von der Art und Dauer der Exposition, den 
erwarteten Zellmechanismen, die durch die zu testende Substanz ausgelöst werden, 
sowie von dem jeweiligen Zielorgan (Albertini et al., 2000).  
 
Der Comet Assay ermöglicht als Kurzzeitverfahren die Darstellung von DNA-
Schädigungen, die durch biologische, physikalische oder chemische Noxen an 
humanen Einzelzellen induziert werden. Dieses Testsystem konnte sich 
insbesondere für die Untersuchung möglicher genotoxischer Effekte von Umwelt- 
und Arbeitsstoffen sowie durch Strahlen induzierten DNA-Schäden und zum 
Biomonitoring etablieren (Kleinsasser et al., 2000a). Die alkalische Form der 
Mikrogelelektophorese (Comet Assay) weist DNA-Strangbrüche und –Addukte, 
Crosslinks und alkalilabile Stelle sowie nachfolgende DNA-Reparatur nach (Tice et 
al., 2000). Hierzu können praktisch alle zu Einzelzellen separierbare Gewebetypen 
eingesetzt werden, was diesen Test besonders vorteilhaft macht (Moller, 2006). Als 
humane Zellen werden häufig Lymphozyten des peripheren Blutes verwendet. An 
Schleimhautzellen der Nase und des Magens wurde erstmals die Genotoxizität von 
Lindan mit dem Comet Assay nachgewiesen (Pool-Zobel et al., 1993). Harréus et al. 
verwendeten den Comet Assay an humanen Schleimhautbiopsien des oberen 
Aerodigestivtraktes zur Genotoxizitätbestimmug von Natriumdichromat, 
Benzo[a]pyren und N-Nitrosodiethylamin (Harreus et al., 1999).  Der Test gibt 
Auskunft über eine spezifische Empfindlichkeit des getesteten Gewebes gegenüber 
Schadstoffen (Mutagensensitivität) (Harréus et al., 1999; Bendesky et al., 2006; 




Patienten mit Larynx- bzw. Oropharynxkarzinomen für Epithelien der betroffenen 
Organe gegenüber Phthalaten, Nitrosaminen und polyzyklischen aromatischen 
Kohlenwasserstoffen bestimmt (Kleinsasser et al., 1999). Neben Untersuchungen zu 
substanzinduzierten Strangbrüchen kann auch die DNA-Reparaturfähigkeit mittels 
Comet Assay in einer quantitativen und einer zeitlichen Dimension beurteilt werden 
(Harréus et al., 2001; Speit and Hartmann, 2006). Harréus et al. untersuchten mit 
Hilfe des Comet Assays die DNA-Reparatur in Epithelien der Nase nach der 
Inkubation der Zellen mit N-Nitrosodiethylamin (Harrèus et al., 2001). Eine 
Weiterentwicklung des Verfahrens ermöglichte es diese Methode auch für 
Organkulturen humaner Schleimhautzellen des Aerodigestivtraktes zu adaptieren, 
was der in vivo-Situation sehr nahe kommt (Kleinsasser et al., 2001). 
 
Neben dem Comet Assay werden unterschiedliche Testverfahren an den 
verschiedensten Zellsystemen zur Messung von genotoxischen und mutagenen 
Effekten von Fremdstoffen eingesetzt. So stellt der Ames-Test eine Methode zur 
Identifikation mutagener Effekte (Substitutionen von Basenpaaren und Frameshifts-
Mutationen) an prokaryonten Zellen dar (Ames et al., 1975; Mortelmans and Zeiger, 
2000). Der Schwesterchromatidaustauschtest hingegen dient zur Detektion von 
DNA-Schädigungen, welche auf die DNA-Replikation Einfluss nehmen können 
(Basenalkylierung oder Crosslinks). DNA-Strangbrüche sind hier nicht nachweisbar, 
auch S-Phase-unabhängige Mutagene werden nicht erkannt (Djelic et al., 2006). Der 
Mikrokerntest und Chromosomenabberationtest ermöglichen eine Darstellung 
chromosomaler Schädigung. Diese Testsysteme haben neben der relativ langen 
Versuchsdauer den Nachteil, Fremdstoffe nicht gezielt an humanen Frischbiopsaten 
eines Organs testen zu können, welches direkten Kontakt mit einem Karzinogen hat. 
Der Comet Assay in Kombination mit Miniorgankulturen ermöglicht eine wiederholte 
Inkubation humaner Epithelien des Kopf-Hals-Bereichs mit Umweltfremdstoffen. So 
können toxikologische Risikofaktoren für den Ausgangsort häufiger Tumoren im 
Kopf-Hals-Gebiet evaluiert werden. Der Comet Assay ist ein sensitives, einfaches 
Kurzzeitverfahren, das an vielen Zellsystemen einsetzbar ist. Der Test ermöglicht 






Die Fluoreszenz in situ Hybridisiering (FISH) erlaubt es, mit Sonden spezifische 
Genloci anzufärben. Erste Untersuchungen zeigten die Möglichkeit auf, diese 
Methode in Kombination mit einer Darstellung von Strangbrüchen zu evaluieren 
(Anderson et al., 1997). Im Besonderen wurde hier eine Kombination von FISH und 
Comet Assay für humanen Schleimhautzellen etabliert (Harreus et al., 2004). Comet-
FISH ermöglicht die qualitative Zuordnung von Strangbrüchen innerhalb der Gesamt-
DNA sowie die Definition von besonders empfindlichen Genloci und ist somit eine 
vielversprechende Methode zur Beurteilung des genotoxischen Potenzials von 
Fremdstoffen in humanen Zielzellen. Mit Hilfe einer derartigen Analyse werden die 
Vorteile der Mikrogelelektrophorese mit der Darstellung spezifischer chromosomaler 
Abschnitte während einer DNA-Schädigung und –Reparatur verbunden. Comet-FISH 
ermöglicht die Identifikation von spezifischen Sequenzen, die im Kopf oder/und im 
Schweif des Kometen, abhängig von DNA-Fragmentierung, lokalisiert sein können 
(Anderson et al., 1997). Diese Methodik wurde bereits in einigen Studien eingesetzt. 
Santos et al. verwendeten Comet-FISH an Lymphozyten um die Lokalisierung von 
Telomeren, Zentromeren und gewählten Gensequenzen im Nukleus zu bestimmen 
(Santos et al., 1997). In einer anderen Studie wurden mit Hilfe von Comet-FISH die 
Schädigungs- und Reparaturprozesse im Gen p53. Hierfür wurden mononukleare 
Leukozyten und Tumorzellinien der Harnblase mit γ-Strahlen geschädigt (McKelvey-
Martin et al., 1998). Für die Unterscheidung der unspezifischen  DNA-
Fragmentierung nach  UVA-Strahlung wurden voll markierte Chromosomen von 
Lymphozyten verwendet (Rapp et al., 2000). McKenna et al. untersuchten die DNA-
Reparatur in RT4 humanen Tumorzellinien der Harnblase nach der Behandlung mit 
Mitomycin C (McKenna et al., 2003a). Mit Comet-FISH wurde sowohl das Verhalten 
von Schleimhautzellen des Kolons bei der Karzinogenese (Schaeferhenrich et al., 
2003), als auch  der DNA-Schädigung mit Mitomycin C und Bleomycin in humanen 
Vollblut ex vivo bestimmt (Arutyunyan et al., 2004). Harréus et al. verwendeten die 
Methodenkombination zur Untersuchung von Patienten mit Oropharynxkarzinom 
(Harrèus et al., 2004). Es konnte mit Comet-FISH die Fragmentierung von 
bestimmten Genen nach der Röntgen-Bestrahlung in vivo nachgewiesen werden 
(Amendola et al., 2006). In einer Studie von Knobel et al. wurde mit Comet-FISH die 
gen- und chromosomspezifische Schädigung mit Uran in Kolonzellen bestimmt 




Einsatz in der Untersuchung der genotoxischen Wirkung von Eisen an Leukozyten 
(Park et al., 2007).   
 
4.3 Auswahl der Chromosomen 
 
Die Auswahl der Chromosomen 3, 5, 8 und 11 in dieser Arbeit basiert auf früheren 
Untersuchungen, in denen in Tumorzellen des oberen Aerodigestivtraktes erhöhte 
Aberrationen dieser Chromosomen gefunden wurden (Rybicki et al., 2003; Li et al., 
1994). So konnten DNA-Verluste auf den Chromosomen 3p, 5q und 8p, DNA-
Gewinne auf den Chromosomen 3q, 5p, 8q und 11q13-14 wie auch 
Chromosomenbrüche in 3p11, 5q11, 5q13, 8p11, 8q11 und 11q13 bei 11 Zellinien 
von Kopf-Hals-Karzinomen identifiziert werden (Singh et al., 2001). 
 
Deletionen im Bereich von 3p gehören zu den häufigsten analysierten 
chromosomalen Aberrationen in Tumorzellen vom Kopf-Hals-Bereich. Diese wurden 
in 97% der Fälle von Karzinomen des oberen Aerodigestivtraktes gefunden 
(Bockmuhl et al., 1996a; Chakraborty et al., 2003). Auf dem 3p Chromosom befinden 
sich mehrere Gene, denen eine Rolle in der Karzinogenese zugeschrieben wird. So 
kommt im Allel 3p14.2 das Tumorsupressorgen FHIT (fragile-histidine-triad) vor. Es 
wurde mehrmals bewiesen, dass der Heterozygotieverlust und Chromosomenbrüche 
auf den FHIT-Gen-Loci mit einer signifikanten Risikoerhöhung für die Entwicklung 
von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich einhergeht (Mineta et al., 2002; 
Pavelic et al., 2001). Auch im Allel 3p14.1, wo das Tumorsupressorgen FOXP1 
lokalisiert ist, konnte der Heterozygotieverlust nicht nur bei Karzinomen des Kopf-
Hals-Bereichs, sondern auch bei vielen anderen Tumoren (z.B. Kolon- und 
Magenkarzinom) beobachtet werden (Banham et al., 2001). Alterationen ereignen 
sich außerdem im Bereich des Allels 3p21.3, wo das Tumorsupressorgen RASSF1A 
lokalisiert ist. Dazu zählen Heterozygotieverlust, Methylierung und 
Minisatelliteninstabilität. Diese Ereignisse finden schon in der ersten Phase der 
Tumorentstehung im Kopf-Hals-Bereich statt, weshalb eine Analyse des RASSF1A 
Gens zur früheren Entdeckung dieses Tumors beitragen kann (Hogg et al., 2002; 
Wong et al., 2006). Das Gen hogg1 kodiert 8-Oxo-Guanin-DNA-Glykosylase 1, 
welche eine entscheidende Rolle in der Basenexzsionsreparatur spielt. Der 




Kopf-Hals-Bereichs gefunden. Verminderte hogg1 Expression führte zur 8-oxoG-
Akkumulation, was zur Tumorentstehung im oberen Aerodigestivtrakt beiträgt 
(Hagiwara et al., 2005). 
 
Auch am langen Arm des Chromosoms 3 treten Veränderungen auf, die für die 
Karzinogenese im Kopf-Hals-Bereich von Bedeutung sein können. Im Gegensatz zu 
3p stehen hier allerdings die Amplifikationen von DNA im Vordergrund, die 
besonders im Bereich 3q26.3-q29 vorkommen (Kujawski et al., 2002; Brieger et al., 
2006). Dieses beinhaltet mehrere Onkogene, die in die Tumorprogression verwickelt 
sind. Zwei davon scheinen hier eine übergeordnete Bedeutung zu haben. PIK3CA ist 
in 3q26 lokalisiert und kodiert das Enzym Phosphatidilinositol-3-Kinase, ein 
Bestandteil der Lipid-Signaltransduktion, die in mehreren Funktionen wie 
Proliferation, Zellmigration und Überleben von Zellen involviert ist (Rameh and 
Cantley, 1999). DNA-Amplifikation und Minisatelliteninstabilität wurden in 
Tumorzellinien des Kopf-Hals-Bereichs gefunden (Or et al., 2006). In 
Plattenepithelkarzinomen des Ösophagus wurde auch DNA-Amplifikation des Gens 
TFRC (kodiert das Transferrin-Receptor) beobachtet. Seine Überexpression 
korreliert mit fernen Metastasen (Wada et al., 2006) . Ein weiteres Gen, das p63 ist 
ein Homonym des Gens p53, das aber andere transkriptionelle Aktivitäten ausübt. So 
kann die DNp63-Isoform die Aktivität von p53 unterdrücken (Redon et al., 2001). 
Eine erhöhte Kopienanzahl des p63-Gens wurde häufig bei Tumoren des oberen 
Aerodigestivtraktes identifiziert (Hibi et al., 2000). 
 
Ähnlich wie das Chromosom 3 beinhaltet auch das Chromosom 5 mutagensensitive 
Genloci. In Tumorzellen des oberen Aerodigestivtraktes wurden mehrmals DNA-
Verluste im langen Arm des Chromosoms 5 gefunden (Gollin, 2001; Hermsen et al., 
2005). Heterozygotieverluste finden sich vor allem auf dem Allel 5q21 (Sanz-Ortega 
et al., 2003). Interessanterweise befindet sich an dieser Stelle das APC-Gen 
(familiäre adenomatöse Polyposis coli), das in der Entstehung von Kolonkarzinomen 
eine wichtige Rolle spielt (Jeter et al., 2006). Der Heterozygotieverlust auf dem 
Chromosom 5q21 kann mit der Progression des Tumors im Kopf-Hals-Bereich 
verbunden sein, es bleibt jedoch abzuwarten, ob es eindeutig zugeordnet werden 





DNA-Amplifikation von 5p ist ein häufiges Ereignis in der Karzinogenese des Kopf-
Hals-Bereichs (Tjia et al., 2005; Ashman et al., 2003). DNA-Gewinne wurden im 
Locus 5p15.33 identifiziert, wo ein Gen für hTERT (human telomerase reverse 
transcriptase), eine katalytische Komponente der Telomerase, lokalisiert ist (Bryce et 
al., 2000). Im oberen Aerodigestivtrakt konnte eine Überexpression von Telomerase, 
beruhend auf einer Veränderung im Locus 5.15.33 nachgewiesen werden (Nguyen et 
al., 2003). Neue Untersuchungen weisen auf die DNA-Amplifikation in 5p15.2 in 
Tumorzellen des Ösophagus hin. In dem Locus befinden sich JS-1 und JS-2 Gene, 
deren Überexpression eine kritische Rolle in der molekulare Pathogenesse des 
Ösophaguskarzinoms spielen kann (Fatima et al., 2006).  
 
Für die Karzinogenese im Kopf-Hals-Bereich sind auch Alterationen des 
Chromosoms 8 mitverantwortlich (Bockmühl and Petersen, 2002). Im langen Arm 
des Chromosoms 8 wurden DNA-Gewinne in 50% der laryngealen Tumoren 
identifiziert (Juhasz et al., 2005). Insbesondere der Abschnitt 8q24 unterliegt 
häufigen DNA-Amplifikationen (Hermsen M et al., 2005). In dieser Region sind 
(Proto)onkogene MYC, TRIB1 und FAM84B lokalisiert. Die Untersuchungen deuten 
auf eine Überexpression von MYC und FAM84B in den Karzinomen des oberen 
Aerodigestivtraktes hin (Huang et al., 2006; Rodrigo et al., 1996). Auch andere 
Veränderungen des Chromosoms 8q wie Isochromosom i(8q) und Translokationen 
des ganzen Arms werden in diesen Tumoren beobachtet (Jin et al., 2000). 
 
Bei Kopf-Hals-Karzinomen konnten ebenfalls häufig Allelverluste auf dem 
Chromosomarm 8p festgestellt werden (Bockmühl, 1998; Rogowski et al., 2004). 
Mutagensensitive Areale befinden sich auf den Allelen 8p21, 8p22 und 8p23        
(Wu et al., 1997; van Dekken et al., 2006). Studien weisen auf mehrere 
Tumorsupressorgene hin, die sich in diesen Regionen befinden (Zhou et al., 2005). 
Die Inaktivierung von diesen Genen ist mit maligner Entartung verbunden. Im Locus 
8p21 ist das Killer/DR5 Gen lokalisiert. Er gehört zur Tumor-Nekrose-Faktor-
Rezeptor Familie und wird als ein Mediator der Apoptose angesehen. Durch seine 
verminderte Expression kommt es zur Abnahme der Apoptoserate und zu steigender 
Proliferation, was zur Tumorentstehung führen kann  (Pai et al., 1998; Adams et al., 
2005). Ein anderes Gen, PRK, lokalisiert in 8p21, kodiert eine Serin/Threonin Kinase 




verminderte Expression dieses Gens wird in Zusammenhang mit der Karzinogenese 
im Kopf-Hals-Bereich gebracht (Dai et al., 2000). Das Tumorsupressorgen DLC1 ist 
in der Region 8p21.3-22 lokalisiert. Ein Heterozygotieverlust und Methylierung dieses 
Gens ist häufig in Kopf-Hals-Karzinomen anzutreffen (Hewitt et al., 2004). Auch im 
Locus 8p23 wurde mehrmals ein Heterozygotieverlust bei Tumoren im Kopf-Hals-
Bereich nachgewiesen (Ishwad et al., 1999; Sunwoo et al., 1999). Veränderungen in 
den genannten Bereichen des Genoms führen bei Tumorpatienten zu einer 
schlechten Prognose der Erkrankung (Bockmühl et al., 2001). 
 
Auch dem Chromosom 11 wird eine Bedeutung in der Krebsentstehung im Kopf-
Hals-Bereich zugeschrieben (Götte et al., 2005). Es werden numerische 
Aberrationen und DNA-Amplifikationen von diesem Chromosom beobachtet (Xie et 
al., 2006c; Xie et al., 2006b; Xie and Zhang, 2006; Xie et al., 2006a). Die 
Untersuchungen des Chromosoms 11 mit FISH in Ösophaguskarzinomgewebe 
wiesen die Aneusomie nach (Mohan et al., 2007). Der DNA-Gewinn im Bereich der 
chromosomalen Bande 11q13 wurde vielfach nachgewiesen und in 30-50% der 
Tumorfälle identifiziert (Williams et al., 1993; Jarmuz et al., 2005). Es befinden sich in 
dieser Region einige Gene, die eine wichtige Rolle in der Tumorgenese des oberen 
Aerodigestivtraktes spielen können. Dazu gehören INT2/FGF3, Cyklin D1, EMS1, 
FGF2, VEGFß, PPP1CA, SHANK2 und Gluthation-S-Transpherase π (Roh et al., 
2000; Freier et al., 2006). Cyklin D1 (CCND1) scheint hier das wichtigsten Onkogen 
zu sein. Es spielt eine bedeutsame Rolle in der Zellzyklus-Kontrolle (Übergang von 
der G1- zur S-Phase). Überexpression von CCND1 führt zur unkontrollierten 
Zellproliferation. Die Veränderung in CCND1 ist mit einer schlechten Prognose und 
Fernmetastasierung assoziiert (Diehl, 2002). Ein Grund für die Deregulierung des 
Cyklins D1 könnte mit dem Polymorphismus G→A zusammenhängen. Das Allel A 
kodiert eine Isoform von CCND1 mit einer längeren Halbwertszeit, was zu ihrer 
Überakkumulation und zur erhöhten Proliferation führt (Betticher et al., 1995; 
Rydzanicz et al., 2006). 
 
Zusätzlich zu den in dieser Arbeit gewählten Chromosomen spielen eine Reihe 
weiterer Chromosomen in der Karzinogenese des Oropharynx eine Rolle. 
Empfindliche Genloci werden unter anderem auf den Chromosomen 9, 13 und 17 




4.4 Oxidative DNA-Schädigung 
 
Produkte der Sauerstoffreduktion, reaktive Sauerstoffspezies, verursachen eine 
DNA-Schädigung. Sie können mit der Zucker-Phosphatkette in Wechselwirkung 
treten oder den Zuckeranteil bzw. die DNA-Basen oxidativ verändern. Beispiele für 
oxidative Modifikationen von Nukleobasen sind Thyminglykol, 5-Hydroxymethyluracil, 
2, 6-Diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin und 8-Hydroxyguanin.  
 
8-Hydroxyguanin ist im Stande GC→TA Transversionen auszulösen, die zur 
Initiation/Progression des Tumors führen können (Ames et al., 1993). Zusätzlich 
vermögen ROS andere zelluläre Komponenten z.B. Lipide anzugreifen und auf 
dieser Weise reaktive Intermediate zu generieren, die wiederum mit Nukleinsäuren 
reagieren können. Diese DNA-Läsionen sind genotoxisch und induzieren Mutationen, 
die oft Protoonkogene und Tumorsupressorgene wie z.B. ras und p53 betreffen 
(Cooke et al. 2006). Darüber hinaus beeinflussen ROS wesentliche zelluläre 
Prozesse wie die Proliferation und die Apoptose. Aus diesen Gründen spielt die 
oxidative DNA-Schädigung eine wichtige Rolle in der Ätiologie  von Tumoren (Ames, 
1983; Marnett, 2000).  
 
Der Tabakrauch gilt als der wichtigste Risikofaktor in der Kanzerogenese im oberen 
Aerodigestivtrakt. Er stellt u.a. eine reiche Quelle von ROS dar. Lungen von 
Zigarettenrauchern enthalten zwei- bis dreifach mehr 8-Hydroxyguanin (Olinski et al., 
1992). Dauerhafte Erzeugung größerer Mengen von ROS kann zu Mutationen, 
lokalen Gewebeschäden, Invasion und zur Metastasierung beitragen. Erhöhte 
Spiegel von H2O2 wurden in sieben verschiedenen Tumorzellinien festgestellt 
(Szatrowski and Nathan, 1991). Auch bei Patienten mit Larynxkarzinom wurde eine 
höhere Produktion von H2O2 im Vergleich zu gesunden Patienten beobachtet 
(Szuster-Ciesielska et al., 2004). Jaloszynski et al. konnten an Schleimhautzellen 
des Larynx eine Steigerung der Tumoragressivität zusammen mit der Konzentration 
von oxidativ veränderten DNA-Basen nachweisen (Jaloszynski et al., 2003). An 
Zelllinien von Larynxkarzinom wurden in 50% aller Fälle GC→TA Transversionen 





In der hier vorliegenden Arbeit wurden oxidative DNA-Schäden am Beispiel von 
Wasserstoffperoxid (H2O2) mit Hilfe von Comet-FISH untersucht. Es konnten 
signifikante genotoxische Auswirkungen in den Miniorgankulturen humaner 
oropharyngealer Mukosa festgestellt werden, mit vergleichbarer Schädigung in der 
Karzinomgruppe und der Kontrollgruppe. Im Gegensatz hierzu haben Szekely et al. 
eine erhöhte Mutagensensitivität als endogenen Risikomarker für prämaligne 
Läsionen des Kopf-Hals-Bereichs beschrieben, nachdem sie Lymphozyten mit 
Bleomycin, das oxidative Schäden induziert, inkubierten (Szekely et al., 2005). Eine 
erhöhte Sensitivität von Lymphozyten und Leukozyten gegenüber H2O2 wurde auch 
bei Patienten mit Brustkrebs und Hautkrebs festgestellt (Blasiak et al., 2004). In einer 
weiteren Untersuchung konnte nach Inkubation von Lymphozyten mit N-
Nitrosodiethylamin (NDEA) eine erhöhte Mutagensensitivität in Patienten mit 
nasopharyngealem Karzinom nachgewiesen werden, nicht jedoch nach Exposition 
gegenüber Chromat und Nikelsulfat (Kleinsasser et al., 2001b). In einer anderen 
Studie wurde DNA-Fragmentierung durch Benzo[a]pyren 7,8-diol,-9,10-epoxid 
(BPDE) in Schleimhautzellen des Oropharynx von Tumor- und Kontrollpatienten mit 
Hilfe von Comet-FISH untersucht. Die Schädigung der Gesamt-DNA war in beiden 
Spendengruppen vergleichbar. Die Einzellanalyse der Chromosomen 1, 3, 5 und 8 
ergab vergleichbare Strangbruchraten bei allen Chromosomen in der Kontrollgruppe. 
Bei Patienten mit Oropharynxkarzinom jedoch konnte man eine erhöhte DNA-
Strangbruchrate der Chromosomen 3, 5 und 8 im Vergleich mit dem Chromosom 1 
nach der BPDE-Exposition belegen (Harrèus et al., 2004). Diese Ergebnise deuten 
auf eine größere Empfindlichkeit dieser Chromosemen gegenüber Xenobiotika 
Gajecka et al. wiesen eine erhöhte Chromatidbruchrate in Lymphozyten von 
Patienten mit Larynxkarzinom nach der Inkubation mit Bleomyzin im Vergleich mit 
tumorfreien Patienten nach. Der deutliche Anstieg der Chromatidfragmentierung 
wurde für Chromosomen 1p22, 5q31, 6q23 und 10q24 beobachtet (Gajecka et al., 
2004). Hierbei werden die DNA-Schäden durch DNA-Adduktbildung und inkomplette 
Base-Exsisions-Reparatur hervorgerufen und können im Rahmen der DNA-
Strangbruch-Induktion zur Mutationen führen (Alexandrov et al., 2002). 
Bei der Beurteilung dieser Ergebnisse müssen die Unterschiede in Bezug auf 
Patientengruppen, Testsubstanz und untersuchte Zellen berücksichtigt werden. 
Kleinsasser et al. untersuchten der DNA-Schädigung mit Hilfe der Comet Assay in 




Inkubation mit Dibutylphthalat (DBP), Diisobutylphthalat (DiBP), N-Nitosodiethylamin 
(NDEA), Benzo[a]pyren (B[a]P) und N-Methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG). 
DBP und DiBP verursachten die höhere OTM-Werte in Lymphozyten als in Mukosa-
Zellen, für NDEA und B[a]P hingegen konnten keine Unterschiede zwischen beiden 
Zelltypen beobachtet werden (Kleinsasser et al, 2000). In einer anderen Studie 
wurde die genotoxische Wirkung von Myosmin in Nasenschleimhautzellen und in 
Lymphozyten untersucht (Kleinsasser et al., 2003). Es gibt metabolische 
Unterschiede zwischen Einzelzellen und Mukosa im Zellverbund. Ausserdem stellt 
die Epithelschicht eine schützende Barriere für die Zellen gegenüber Noxen dar. 
Auch die Chromatinstruktur der Zellen kann eine protektive Rolle spielen (Bohr, 
1991).  
 
In der hier vorliegenden Arbeit wurde auch die chromosomale Schädigung mit der 
Schädigung der Gesamt-DNA in einer Karzinom- und Kontrollgruppe verglichen. Es 
konnte eine erhöhte Empfindlichkeit aller untersuchter Chromosomen gegenüber 
H2O2 im Vegleich zur Gesamt-DNA in beiden Gruppen beobachten werden. Ähnliche 
Beobachtungen wurden an Adenokarzinomzellen des Kolons gemacht. Die 
genotoxische Wirkung von Produkten des oxidativen Stresses wie 
Wasserstoffperoxid (H2O2), Trans-2-hexenal und 4-Hydroxy-2-nonenal wurde hier in 
den Genen APC, KRAS und TP53 mit Comet-FISH untersucht. TP53 zeigte hier eine 
größere Schädigung als die Gesamt-DNA gegenüber Trans-2-hexenal und 4-















4.5 DNA-Reparatur von oxidativen Schäden 
 
Humane Zellen besitzen hoch wirksame Schutzmechanismen, die die Integrität des 
Genoms überwachen und Schäden reparieren. Obwohl die DNA sehr häufig durch 
genotoxische Effekte geschädigt wird, sind Mutationen äußerst selten (bei der DNA-
Replikation 1 Fehler pro 109 kopierte Nukleotide). Intakte Reparaturgene sind somit 
ein wirksamer Schutz gegen die Entstehung von Tumorvorstufen und ihre weitere 
Entartung. Die meisten Tumoren erwerben im Verlauf ihrer Entstehung inaktivierende 
Mutationen von DNA-Reparaturgenen. Reparaturdefiziente Zellen sind genetisch 
instabil. Dies bedeutet erhöhte Empfindlichkeit gegenüber genotoxischen Noxen und 
erhöhte Frequenz von Spontanmutationen (Hoeijmakers, 2001). 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde neben der Mutagensensitivität die DNA-Reparatur 
als ein weiterer möglicher endogener Marker in der Kopf-Hals-Karzinogenese 
untersucht. Die DNA-Reparaturkapazität wurde an Miniorgankulturen der 
oropharyngealen Schleimhaut von Patienten mit und ohne Oropharynxkarzinom nach 
H2O2-Schädigung innerhalb eines 24-stündigen Reparaturintervalls bestimmt. Es 
konnte in den Spendern mit Oropharynxkarzinom eine signifikant reduzierte 
Reparaturkapazität der gesamten DNA im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt 
werden. Anhand dieser Ergebnisse kann man vermuten, dass ein Abfall der DNA-
Reparaturkapazität in den Zielzellen des Kopf-Hals-Bereichs einen endogenen 
Risikomarker für die Entstehung von Malignomen des oberen Aerodigestivtraktes 
darstellt (Fan et al., 2001). Dies wurde in mehreren Untersuchungen bestätigt. Es 
existieren zahlreiche Studien die eine angeborene reduzierte DNA 
Reparaturkapazität als Risikomarker für Kopf-Hals-Karzinome beschreiben. Eine 
Untersuchung wies eine reduzierte  DNA-Reparaturkapazität in Patienten mit 
Larynxkarzinom nach der Schädigung der Lymphozyten mit Bleomycin nach 
(Gajecka et al., 2005; Sasiadek et al., 2002). Ein ähnlicher Effekt wurde auch in 
Lymphozyten von Patienten mit Kopf-Hals-Karzinom nach Radiotherapie beobachtet 
(Palyvoda et al., 2003). In Gegensatz dazu stellten Kleinsasser et al. keinen 
ersichtlichen Unterschied in der DNA-Reparatur nach Nitrosoaminexposition an 
Lymphozyten zwischen Patienten mit Nasopharynxkarzinom und Patienten ohne 
Malignom fest (Kleinsasser et al., 2005). Sasiadek et al. dagegen wiesen eine 




Patienten mit Kopf-Hals-Malignom in Vergleich mit Kontrollpatienten auf (Sasiadek et 
al., 2002). Diese divergierende Ergebnisse können auf eine Abhängigkeit der DNA-
Reparaturkapazität von der Art der Schädigung und der Lokalisierung der 
Tumorerkrankung hinweisen.  
 
Die meisten oxidierten Basen in der DNA werden durch Basenexzisionsreparatur 
(BER) eliminiert (Slupphaug et al., 2003). Auch Mismatchreparatur (MMR) und 
Nukleotidexzisionsreparatur (NER) sind daran beteiligt. Der BER-Mechanismus wird 
durch nicht-enzymatischen Basenverlust oder durch hochspezifische Glykosylasen 
initiiert. 8-oxo-Guanin-DNA-Glykosylase (OGG1) entfernt die am meisten durch ROS 
veränderte Base 8-oxo-Guanin (8-oxoG). Eine Individuelle Variabilität der BER-
Enzymaktivitäten und deren Regulation stehen in Zusammenhang mit erhöhtem 
Krebsrisiko. Zahlreiche  Studien wiesen die Assoziation zwischen Mutationen in 
hogg1 und verschiedenen Tumoren nach (Audebert et al., 2000a; Mambo et al., 
2005; Sokhansanj and Wilson, III, 2006). Paz-Elizur et al. wiesen eine niedrigere 
angeborene Aktivität der 8-oxo-Guanin-DNA-Glikosylase 1 in peripheren 
Blutmonozyten von Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen in Vergleich zu 
Kontrollpatienten nach (Paz-Elizur et al., 2006; Paz-Elizur et al., 2007). Fan et al. 
konnten häufige Heterozygotieverlust (LOH) in hogg1 in den Tumoren des Kopf-
Hals-Bereiches belegen (Fan et al., 2001). Der Verlust des Allels in hogg1 und die 
nachfolgende 8-oxoG-Akkumulation wurde auch bei 30% der Patienten mit 
Ösophaguskarzinom festgestellt (Hagiwara et al., 2005). In einer Studie wurde ein 
Anstieg der Expression von hogg1 in Adenokarzinomen beobachtet. In 
Plattenepithelkarzinomen hingegen war die Expression von ogg1 reduziert (Bonde et 
al., 2007). Es gibt auch Beobachtungen, das Defekte in anderen Reparaturgenen wie 
MLH1, XPD oder MSH2 zur Krebsentstehung des Kopf-Hals-Bereichs beitragen 
(Demokan et al., 2006; Liu et al., 2007).  
 
In den hier durchgeführten Untersuchungen wurden individuelle Abweichungen der 
DNA-Reparaturfähigkeit beobachtet. Diese Unterschiede kann man auf den 
genetischen Polymorphismus in Reparatur- und Stoffwechselgenen zurückführen 
(Mohrenweiser et al., 2003; Jones et al., 2007). Eine Untersuchung wies eine 
Assoziation des Polymorphismus der OGG1 (Ser326Cys) mit erhöhtem Krebsrisiko 




2002). Auch ein Polymorphismus der Gene CYP2E1, XPA und ERCC1 beeinflusst 
das Krebsrisiko des oralen Epithels (Sugimura et al., 2006).  
 
Die Kombination aus Comet Assay und FISH ermöglicht die Bestimmung der 
genspezifischen Reparatur und der genetischen Instabilität in spezifischen Domänen 
oder Chromosomen. Bei Tumor-Patienten im Vergleich zu Kontrolpatienten konnten 
zwar bei allen untersuchten Chromosomen (3, 5, 8 und 11) erhöhte MCTM 
nachgewiesen werden; die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. Es wurden 
keine quantitativen Unterschiede in der DNA-Reparatur zwischen den Chromosomen 
3, 5, 8 und 11 innerhalb der Patientengruppe mit Oropharynxkarzinomen und 
tumorfreien Spender beobachtet. In der vorliegenden Untersuchung wurden auch die 
Fluoreszenz-Signale im Kopf und im Schweif des Komets gezählt. Bei tumorfreien 
Spendern wurden nach der 24-stündigen Reparaturphase durchschnittlich zwei 
Signale im Kopf und keine im Schweif des Kometen in allen vier Chromosomen 
beobachtet. Dies deutet auf völlige Reparatur der Chromosomen hin. Bei Patienten 
mit Oropharynxkarzinom hingegen wurden mehrere Fluoreszenz-Signale im Kopf 
und verstreutere Signale im Schweif des Komets nachgewiesen (Tab.19). Das 
könnte auf eine Instabilität bestimmter Gen-Loci auf den Chromosomen 3, 5, 8 und 
11 bei Patienten mit Oropharynxkarzinom nach oxidativer Schädigung hinweisen. 
Auch in anderen Studien wurden Reparaturkapazität und genetische Instabilität in 
bestimmten Genen mit Comet-FISH untersucht. Kumaravel und Bristow wiesen mit 
Comet-FISH eine reduzierte DNA-Reparatur von oxidativen Schäden des HER-2/neu 
aber nicht von p53 in Mammakarzinom-Zellinien nach (Kumaravel and Bristow, 
2005). In Blasenkarzinom-Zellinien hingegen wurde nach γ-Strahlung und 
anschließender 15-minütiger Reparaturphase die vollständige Reparatur des p53 
beobachtet (McKenna et al., 2003b). Ebenso konnte nach der oxidativen Schädigung 
der Lymphozyten die bessere Reparatur des p53 in Vergleich zur Gesamt-DNA 
beobachtet werden (Horvathova et al., 2004). In durchgeführten Untersuchungen in 
der vorliegender Arbeit wurde hingegen die Gesamt-DNA besser als Chromosomen 
3, 5, 8 und 11 repariert. Diese divergierenden Ergebnisse könnten darauf hinweisen, 
dass die Reparaturkapazität von den eingesetzten Zellsystemen und der gewählten 






Bösartige Tumore des oberen Luft- und Verdauungstraktes werden durch das 
Zusammenwirken einer Vielzahl exogener Kanzerogene mit endogenen 
Risikofaktoren verursacht. Dazu zählt die Sensibilität der DNA gegenüber 
Fremdstoffen (Mutagensensitivität) und die Fähigkeit, derartige DNA-Schäden zu 
reparieren (DNA-Reparaturkapazität). Entsteht ein Ungleichgewicht mit z.B. 
eingeschränkter DNA-Reparatur, kann es zu Mutationen mit nachfolgendem 
Tumorwachstum kommen. Je nach Art der DNA-Schädigung werden verschiedene 
Reparaturstrategien eingeschlagen. Dazu zählen Alkyltransferasereparatur, 
Basenexzisionsreparatur, Nukleotidexzisionsreparatur, Mismatchreparatur und 
Doppelstrangbruchreparatur. Oxidativ veränderte Basen wie 8-Oxo-Guanin werden 
vor allem mittels BER repariert.  
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den DNA-schädigenden Effekt oxidativer 
Fremdstoffe am Beispiel von Wasserstoffperoxid (H2O2) an Miniorgankulturen von 
Epithelien des oberen Aerodigestivtraktes zu testen, sowie Mutagensensitivität und 
DNA-Reparatur als endogene Risikofaktoren für die Entstehung von Kopf-Hals-
Karzinomen zu bestimmen. Es wurde das genotoxische Potential von H2O2 und 
nachfolgende Reparatur in oropharyngealen Schleimhautzellen von Patienten mit 
Platettenepithelkarzinom des Oropharynx und Kontrollpatienten untersucht. 
Chromosomale Schädigung und Reparatur wurden in Chromosomen 3, 5, 8 und 11 
bestimmt. 
 
Die genotoxische Wirkung von Wasserstoffperoxid und die DNA-Reparatur wurden 
an Miniorgankulturen untersucht. Die Miniorgane wurden aus humanen 
Mukosafragmenten des Oropharynx kultiviert. Zur Quantifizierung und Qualifizierung 
der oxidativen DNA-Schädigung wurde eine Kombination der alkalischen Form der 
Einzelzell-Mikrogelelektrophorese (Comet Assay) mit der Fluoreszenz in situ 
Hybridisierung  eingesetzt. Hybridisierung der fluoreszierenden Chromosom-Sonden 
an spezifische Gen-Sequenzen erlaubte die Lokalisation der untersuchten 
Chromosomen und deren Fragmenten innerhalb eines Kometen. Mit der Messung 
von Anzahl und Lage der Hybridisierungsignale innerhalb des Kometen könnten 






Wasserstoffperoxid verursachte eine starke genotoxische Schädigung in 
Miniorgankulturen oropharyngealer humaner Schleimhautzellen bei Patienten mit 
Oropharynxkarzinom und bei Kontrollpatienten. Weder in der gesamten DNA noch in 
den Chromosomen wurden Unterschiede in der Schädigung zwischen beiden 
Patientengruppen beobachtet. Auch das Ausmaß der Fragmentierung der 
Chromosomen 3, 5, 8 und 11 innerhalb beider Gruppen war vergleichbar. Die 24-
stündige Reparaturphase bewirkte einen wesentlichen Rückgang der DNA-
Schädigung in der Tumor- und Kontrollgruppe. Es konnte jedoch eine bessere 
Effizienz der Reparatur sowohl der Gesamt-DNA als auch der Chromosomen 3, 5, 8 
und 11 in Schleimhautzellen von tumorfreien Spendern festgestellt werden. Es lagen 
keine Unterschiede in der DNA-Reparatur von allen untersuchten Chromosomen 
innerhalb beider Gruppen vor. Die Analyse der Fluoreszenz-Signale nach der DNA-
Schädigung zeigte mehr Chromosomenbrüche der vier Chromosomen in Zellen von 
Patienten mit Oropharynxkarzinom als von Patienten ohne Malignom. Nach 
Reparaturintervallen von 24 Stunden zeigte sich eine Reduzierung der Anzahl der 
Signale in beiden Gruppen. In den Zellen der Tumorpatienten wurden jedoch mehr 
Signale beobachtet, die über den Kopf und den Schweif verstreut waren. 
 
Das Modell der Miniorgankulturen erwies sich für genotoxikologische 
Untersuchungen als gut geeignet. Durch die Möglichkeit der mehrfachen Exposition 
mit anschließenden Reparaturphasen ist eine Annäherung an reale 
Lebensbedingungen möglich. Die Kombination des Comet Assay mit Fluoreszenz in 
situ Hybridisierung ermöglicht, chromosomale Alterationen unter dem Einfluss von 
genotoxischer Schädigung in Miniorgankulturen des Oropharynx zu bestimmen. Die 
Anwendung von Comet-FISH zur quantitativen und qualitativen Darstellung der DNA-
Reparatur in humanen Epithelien erscheinen besonders erfolgversprechend. Die hier 
durchgeführte Untersuchungen können zu einem Ansatz für die Analyse der 
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7.1 Verwendete Abkürzungen 
 
 
BEGM   Bronchial Epithelial Growth Medium 
BER    Basenexzisionsreparatur 
BPDE    Benzo(a)pyren-dihydrodiol-9,10-epoxid 
BSA    Bovine Serum Albumin 
Chr    Chromosom 
DAPI    4,6-Diamidino-2-phenylindol 
DMEM   Dubbleco’s Modified Eagle Medium 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DRC    DNA Reparaturkapazität 
DSB    Doppelstrangbrüche 
EDTA    Ethylendiaminotetraessigsäure 
Fapy-Guanin   2,6-Diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin 
FCS    fötales Kälberserum 
FISH    Fluoreszenz in situ Hybridisierung 
GSH    Glutathion 
HNPCC   hereditäres kolorektales Karzinom ohne Polyposis 
HR    homologe Rekombination 
LOH    Heterozygotieverlust („loss of heterozygosity”) 
MCTM   Munich Chromosomal Tailmoment 
MGMT   O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 
MI    Minisateliten 
MMR    Mismatchreparatur  
MOK    Miniorgankulturen 
NADPH   Nikotinamidadenindinukleotidphosphat 
NDEA    N-Nitrosodiethylamin  
NER    Nukleotidexzisionsreparatur 
NF-κB    Nuklearfaktor-κB 
NHEJ nichthomologe Verknüpfung der Strangenden (“non 







8-oxoG 8-oxo-Guanin  
OTM Olive Tail Moment 
PBS Phoshat-gepuffertes Salz 
PHA Phytohämagglutinin 
PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat 
ROS reaktive Sauerstoffspezies 
SCE Schwesterchromatidaustausch 
SOD Superoxiddismutase 
TNF-α Tumornekrosefaktor α 






























Tab. 20: Anamnesen der Spender (ohne Karzinomerkrankung) der Schleimhaut des 
Oropharynx für die Untersuchung an Miniorgankulturen 
 
Nr.      Alter      Geschlecht       Alkoholkonsum     Nikotinkonsum        Beruf                     
                        g/d       Stk/d 
1         37               ♂                          0                            0                      arbeitslos 
2         28               ♂                          k. A.                        0                      k. A. 
3         45               ♂                          0                            20                   Flugzeugmechaniker 
4         33               ♂                          0                            0                       k. A. 
5         62               ♂                          0                            0                       k. A.  
6         34               ♂                          k. A.                        20                    k. A. 
7         38               ♂                         150                         20                     k. A. 
8         65               ♂                          0                            0                       k. A. 
9         48               ♂                          0                            40                    Beamter   
10       31               ♂                          k. A.                         0                     k. A. 
11       35               ♂                          25                           5                      k. A. 
12       48               ♂                         10                           30                     k. A. 
13       38               ♂                          50                          20                     Vertrieb 
14       36               ♂                          k. A.                       k. A.                  k. A. 
15       63               ♂                          0                             0                       k. A. 
16       37               ♂                          0                             20                    Systembetreuer 
17       33               ♂                         25                            20                    Sachbearbeiter 
18       40               ♂                         25                            0                      k. A. 
19       61               ♂                         45                            0                      k. A. 
20       52               ♂                         10                            40                   Gärtner 
21       47               ♂                         15                            20                   Lehrer 
22       59               ♂                         25                            0                     tech. Angestelter 
♂ männlich, Alkoholkonsum in Gramm pro Tag (g/d), Nikotinkonsum in Stück von Zigaretten 














Tab. 21: Anamnesen der Spender (mit Oropharynxkarzinom) der Schleimhaut des 
Oropharynx für die Untersuchung an Miniorgankulturen 
 
Nr.      Alter       Geschlecht        Alkoholkonsum      Nikotinkonsum       Beruf                     
                        g/d       Stk/d 
1         61               ♂                          25                          40                       k. A. 
2         57               ♂                          20                          40                      Angestellter 
3         45               ♀                          20                          10                      Sachbearbeiterin 
4         52               ♂                          10                          20                       Lehrer 
5         45               ♂                          150                        30                       k. A.  
6         58               ♂                          90                          30                       Meister 
7         54               ♂                          0                            0                         Konstrukteur 
8         51               ♂                          100                        10                       k. A. 
9         56               ♂                          k. A.                       k. A.                    k. A. 
10       68               ♂                          k. A.                       k. A.                    k. A. 
11       60               ♂                          k. A.                       k. A.                    k. A. 
12       77               ♀                          k. A.                       k. A.                    k. A. 
13       49               ♀                          10                          20                       Büroarbeiterin 
14       50               ♂                          k. A.                       k. A.                    k. A. 
15       62               ♀                          30                          15                       Hausfrau 
16       64               ♂                          25                          30                       k. A. 
♂ männlich, Alkoholkonsum in Gramm pro Tag (g/d), Nikotinkonsum in Stück von 
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